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Resumen
En este estudio se ha producido mediante la técnica de electrospinning o electrohilado
microfibras a partir de disoluciones de la mezcla del polímero poliláctico (PLA), y de la
polibiguanida (PHMB). El interés por obtener estas microfibras fue producir un scaffold
(andamio temporal) medicado, esto ocurre porque las microfibras combinan las propiedades
biodegradables del PLA con la actividad biocida del PHMB. Así, el scaffold de PLA será
biodegradable a la vez que evitará potenciales colonizaciones (infecciones) por
microorganismos, en especial bacterias oportunistas.
Las microfibras de mezclas de PLA con diferentes concentraciones de PHMB fueron
preparadas en condiciones optimizadas de electrospinning (p.e., flujo de la disolución del
polímero, voltaje, y distancia colector-aguja). Microfibras de PLA fueron preparadas como
control negativo, y microfibras cargadas con clorhexidina o biguanida (PLA/CHX) fueron
usadas como control positivo.
Las microfibras obtenidas fueron caracterizadas morfológicamente por microscopia
electrónica de barrido (SEM); las propiedades térmicas fueron determinadas por calorimetría
diferencial de barrido (DSC); y la incorporación del biocida en las microfibras se determinó
por espectroscopía de radiación infrarroja (FTIR-ATR). La liberación del PHMB fue evaluada
por su cinética de liberación en medios de liberación con diferentes hidrofobicidades.
Finalmente, se determinó el efecto biológico de las microfibras en ensayos microbiológicos
de crecimiento y adhesión bacteriana. Asimismo, la biocompatibilidad de las microfibras fue
establecida mediante el cultivo de líneas celulares in-vitro.
Los resultados obtenidos demuestran que las fibras obtenidas han sido cargadas
correctamente con distintas concentraciones de PHMB. Como características morfológicas
de las fibras se ha observado una disminución del diámetro, y una superficie lisa. La
presencia de esta droga modifica la orientación del PLA en la fibra aumentando su
cristalinidad. El PHMB cargado en la fibra es liberado preferentemente en un medio
hidrofóbico bajo condiciones de equilibrio. Finalmente, el PHMB liberado mantiene su
actividad antimicrobiana inhibiendo el crecimiento y la adhesión tanto de bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas. Además, se demostró que las matrices PLA-PHMB son
andamios temporales que permiten la adhesión y crecimiento de células eucarióticas.
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Abreviaciones
DCS: Calorimetría Diferencial de Barrido
DMEM: Dulbecco’s’ Modified Eagle Medium, medio crecimiento celular
DMSO: Dimetilsulfóxido
CHX: Clorhexidina
CSM: Cosmocil PG®
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético
FTIR: Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
IR: Espectroscopia de Infrarrojo
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
MDCK: Células tipo epitelial
MRC-5: Células tipo fibroblasto
OM: Microscopia Óptica
PBS: tampón fosfato salino
PFC: Proyecto Final de Carrera
PHMB: Polihexametilenbiguanida
PLA: Ácido Poliláctico
PM: Peso molecular
SEM: Microscopia Electrónica de Barrido
CTRL: Placas de cultivo de poliestireno tratado para el cultivo celular
Tm: Temperatura de fusión
Tg: Temperatura de transición vítrea
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Tc: Temperatura de cristalización
UV: Espectroscopia de Ultravioleta-Visible (UV-Vis)
ΔHm: Entalpía de fusión
ΔHc: Entalpía de cristalización
ΔCp: Variación de la capacidad calorífica
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1. Prefacio
1.1. Origen del proyecto
El proyecto que se presenta tiene su origen en la aplicación de materiales poliméricos
biodegradables en el área biomédica. En este proyecto se propone la preparación de una
matriz polimérica medicada con un antimicrobiano. El concepto de matriz polimérica ha sido
desarrollado mediante la técnica de electrospinning, la cual permite preparar fibras con
diámetros en la escala micro o nanométrica. Asimismo, estas matrices de fibras se
caracterizan por ser estructuras porosas con arreglos tridimensionales, y su aplicación como
material de soporte celular para la preparación y regeneración de tejidos es cada vez más
aceptada en la medicina reparativa. Por otro lado, las fibras pueden contener moléculas
activas con propiedades específicas. Así, considerando que las infecciones microbiológicas
de los materiales poliméricos y protésicos son un problema importante en la medicina
regenerativa; en ese proyecto se propone la medicación antimicrobiana de las matrices de
fibras.
1.2. Motivación
En el aspecto personal este proyecto viene motivado en primer lugar por la voluntad de
adquirir nuevos conocimientos académicos y profesionales. En concreto en el área de los
materiales poliméricos y sus diversas aplicaciones biomédicas como por ejemplo en la
ingeniería de tejidos.
Con la realización de este proyecto he podido adquirir ciertas experiencias a nivel de
investigación como el manejo de técnicas, metodologías y equipos de laboratorio. Asimismo,
el análisis y manejo de la información bibliográfica ha sido una tarea constante durante mi
proyecto. Finalmente, en lo personal y profesional, el trabajo dentro de un equipo de
investigación ha sido una experiencia enriquecedora.
1.3. Requisitos previos
Para realizar este proyecto final de carrera (PFC) se han tenido que adquirir previamente
conocimientos sobre diferentes técnicas de laboratorio propias de un laboratorio de
investigación; también se han buscado fichas técnicas de seguridad de los diversos
reactivos utilizados. Además, se realizó una investigación bibliográfica al iniciar el proyecto
con la finalidad de concretar los objetivos del PFC, y establecer las mejores metodologías
(en la realidad del laboratorio) que permitan alcanzar los objetivos propuestos.
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2. Introducción
2.1. Polímeros Biodegradables
2.1.1. Generalidades
El nombre de polímero proviene de los términos griegos poli y meros. El primer término se
traduce como mucho y el segundo como partes, de ello se deduce que será un compuesto
formado por muchas partes. Una definición más específica de polímero es la siguiente:
“Un polímero es un material constituido por moléculas formadas por unidades
constitucionales que se repiten de una manera más o menos ordenada” [1].
Los polímeros también se conocen como macromoléculas debido a su gran tamaño. Las
unidades que se repiten a lo largo de una cadena polimérica se conocen como unidades
constitucionales repetitivas (UCR), asimismo denominadas residuo.
Los polímeros se obtienen mediante un proceso químico de unión entre sí de pequeñas
moléculas llamado polimerización. A estas pequeñas partículas se las denomina
monómeros. Para que una molécula pueda generar un polímero, es necesario que su
funcionalidad sea igual o superior a dos, es decir que tenga dos o más grupos funcionales
que puedan reaccionar [1].
Se considera degradación al cambio significativo en la estructura química de un polímero
bajo unas condiciones medioambientales concretas. Para que un polímero pueda
considerarse degradable es necesario que contenga grupos en la cadena principal que se
puedan romper fácilmente por la acción de agentes externos ya sea de naturaleza física o
química. El objetivo es mantener las propiedades del polímero durante el periodo de
utilización para que finalmente este sufra un cambio de estructura que lo descomponga en
componentes compatibles con el medio ambiente.
De manera habitual las reacciones que generan la degradación son de oxidación o de
hidrólisis produciendo cambios en las propiedades que vienen asociados a una ruptura en el
esqueleto molecular y generalmente a una disminución del grado de polimerización. En la
degradación de un material polimérico se pueden producir:
Cambios físicos
 Decoloración
 Pérdida del brillo superficial
 Formación de grietas
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 Superficie pegajosa
 Erosión superficial
 Pérdida de propiedades (resistencia a tracción, alargamiento…)
Cambios químicos
 Rotura de cadenas
 Cambios en los sustituyentes laterales
 Aparición de reacciones de entrecruzamiento
 …
Según el agente externo al que sea expuesto el polímero se obtendrá un tipo de
degradación u otra tal y como se muestra en la tabla 2-1 [2]:
Hay que tener en cuenta que la degradación será más rápida cuanto más bajo sea el peso
molecular del polímero y que a mayor número de grupos funcionales fotosensibles e
hidrolizables más efectiva será la degradación medioambiental.
Se denominan biodegradables a aquellos polímeros que pueden ser utilizados como fuente
de alimentación por bacterias, hongos, levaduras o enzimas de manera que su forma
original desaparece. La biodegradación puede ser parcial o total.
Parcial: corresponde a una alteración en la estructura química y pérdida de
propiedades específicas.
Total: se asocia a una mineralización completa con producción de agua, sales
minerales, biomasa y dependiendo de la naturaleza del medio (aeróbico o
anaeróbico) se produce también dióxido de carbono o metano [3].
Agente externo Tipo de degradación
Luz solar Fotodegradación
Calor Degradación térmica
Agentes atmosféricos Degradación oxidativa
Humedad Degradación hidrolítica
Hongos y microorganismos Biodegradación
Luz + oxígeno Fotodegradación oxidativa
Calor + oxígeno Degradación termoxidativa
Luz + humedad Degradación fotohidrolítica
Tabla 2-1. Agentes externos que provocan diversos tipos de degradación en los polímeros
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2.1.2. Clasificación
La clasificación de los polímeros biodegradables se hace en dos grandes grupos según su
procedencia [4]:
Naturales o renovables: son aquellos que provienen de recursos naturales.
Sintéticos: aquellos diseñados a partir de fuentes fósiles/petrolíferas.
Los polímeros de origen natural desde un punto de vista químico incluyen cuatro subgrupos:
I. Polisacáridos
a. Homopolisacáridos: almidón, celulosa, quitina…
b. Heteropolisacáridos: gomas naturales
II. Proteínas
III. Lípidos
IV. Poliésteres alifáticos
a. Poliésteres producidos por microorganismos o plantas: PHA, PHB
b. Poliésteres sintetizados a partir de monómeros biológicos: PLA
Los polímeros de origen sintético incluyen seis subgrupos:
I. Poliésteres alifáticos: PCL
II. Poliésteres aromáticos o mezclas de ambos
III. Poliamidas: nylon 6 policaprolactama; nylon 6,6 polihexametilendiamina adipato
IV. Poliéteres: PEG
V. Polivinilalcoholes: PVOH, PEVOH
VI. Poliolefinas modificadas: PE con almidón
En un principio los polímeros más asociados al concepto de biodegradabilidad son aquellos
procedentes de recursos naturales. Actualmente el desarrollo de polímeros sintéticos con
dicha propiedad ha aumentado. La razón del interés en desarrollar este tipo de polímeros se
debe a que se pueden optimizar las propiedades necesarias de estos para considerarlos
biodegradables y al mismo tiempo biocompatibles. Algunas de las propiedades necesarias
son [5]:
Compatibilidad con el organismo
Capacidad de cumplir con la función asignada
Velocidad de degradación controlable
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2.1.3. Poliésteres: Generalidades. Poliláctico
Los poliésteres se caracterizan por contener enlaces éster (-COO-) en la cadena principal.
Las propiedades de los poliésteres son determinadas por la proporción de grupos éster en
su estructura y por la geometría, polaridad y movilidad de sus unidades repetitivas. La
importancia de los poliésteres como biomateriales es debida a su enlace tipo éster y a su
capacidad de degradación hidrolítica. Al no existir unas interacciones moleculares
especialmente fuertes, las propiedades de los poliésteres son más sensibles a las
variaciones de la estructura en relación con otros polímeros como las poliamidas o los
poliuretanos.
Los poliésteres lineales se clasifican en poliésteres alifáticos y poliésteres que contienen
unidades aromáticas. En función de los monómeros utilizados para su síntesis, los
poliésteres alifáticos se clasifican en dos grupos [3]:
I. Poli(hidroxiácidos): Sintetizados mediante la autopolicondensación de hidroxiácidos
o mediante polimerización por apertura de anillo de lactonas y lactidas.
II. Poli(alquilendicarboxilatos): Sintetizados mediante la policondensación entre dioles y
diácidos.
El ácido poliláctido (PLA) se clasifica dentro de la categoría de biopolímero de origen natural
ya que su monómero (ácido láctico) aún es obtenido mayoritariamente por fermentación. Su
clasificación también podría situarse en la categoría de poliésteres sintéticos dado que se
puede sintetizar a partir de fuentes petrolíferas [5].
La obtención del PLA se puede dar tanto por condensación/esterificación directa del ácido
láctico como por polimerización por apertura de anillo de la lactida. La policondensación
directa del hidroxiácido produce material de bajo peso molecular. En cambio sí se obtiene
por apertura de anillo de su dímero cíclico, la lactida, el material obtenido es de elevado
peso molecular y con un punto de fusión algo superior a 170ºC, figura 2-1.
Figura 2-1. Obtención del ácido poliláctico por policondensación y por apertura del anillo
de lactida
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La condensación directa es una reacción en equilibrio, donde la presencia de trazas de agua
en las etapas finales de polimerización del láctido limita su peso molecular. Debido a esta
dificultad, la forma mayoritaria de obtener PLA es mediante la reacción de polimerización por
apertura de anillo. Este proceso que se muestra en la figura 2-2 combina los beneficios
económicos y medioambientales de sintetizar tanto el dímero láctido como el PLA en fase
fundida [4].
La unidad repetitiva del PLA consta del grupo éster y de un grupo -CH(CH3), figura 2-3.
Desde el punto de vista de su estructura química, el carbono alfa de la unidad repetitiva es
un carbono quiral y en consecuencia puede presentar dos configuraciones distintas.
Figura 2-2. Polimerización del ácido poliláctico por apertura de anillo
Figura 2-3. Unidad repetitiva de la ácido poliláctico
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La lactida es el dímero cíclico del ácido láctico, que existe en forma de dos isómeros ópticos,
el D y el L, como se muestra en la figura 2-4. El monómero cíclico tiene dos carbonos
asimétricos por lo que es factible preparar polímeros con diferentes tacticidades. La L-lactida
es el dímero obtenido a partir del estereoisómero natural, mientras la D,L-lactida está
formada por los dos estereoisómeros. El homopolímero derivado del monómero natural, L-
láctico (L-PLA), es un polímero semicristalino (grado de cristalinidad del 37 %), debido
principalmente a su estereoregularidad. Tiene alta resistencia a la tensión y baja elongación,
y consecuentemente tiene un módulo de Young elevado, lo que hace al polímero muy
adecuado para aplicaciones que tienen que soportar una carga, como son las suturas y
fijaciones ortopédicas [6-7]. Térmicamente, se caracteriza por tener un punto de fusión
elevado (175-178ºC) y una temperatura de transición vítrea comprendida entre 60 y 65ºC.
El poli (D,L-láctico) (DLPLA) es un polímero amorfo, ya que está formado por los dos
isómeros del ácido láctico con una distribución aleatoria, hecho que impide que la estructura
sea cristalina. Consecuentemente, este polímero tiene una resistencia a la tensión más baja,
alta elongación, y una elevada velocidad de degradación que hace que sea un material muy
atractivo para los sistemas de liberación de fármacos. También se preparan copolímeros de
L-PLA y D,L-PLA para disminuir la cristalinidad del polímero quiral y controlar el proceso de
degradación [6-7].
Actualmente se utiliza en suturas, tornillos, cirugía maxilofacial, liberación de fármacos,
stents (mallas) para cirugía cardiovascular y clavos para la unión de ligamentos, fijación de
fracturas y reparación de meniscos. Una de las aplicaciones más recientes del PLA se
encuentra en el campo de la Ingeniería de Tejidos, donde se pretende regenerar tejidos a
partir de células del mismo paciente cuyo crecimiento es guiado in-situ mediante andamios
(scaffolds) reabsorbibles [8].
Figura 2-4. Enantiómeros del ácido láctico: D-láctico y L-láctico
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En la figura 2-5 se puede observar el ciclo de vida de este polímero biodegradable:
2.2. Biguanidas
Las biguanidas son principios activos que poseen un amplio espectro de actividad
antibacteriana. Se incluyen en este grupo la clorhexidina (CHX), alexidina y las biguanidas
poliméricas como la polihexametilenbiguanida (PHMB) [9].
2.2.1. Clorhexidina
Este compuesto es el representante más característico de las biguanidas (figura 2-6). Es
uno de los antisépticos quirúrgicos más importantes y es el antiséptico bucal más utilizado.
Su uso mayoritario es debido a su eficacia y amplio espectro de actividad [9-10].
La clorhexidina es un compuesto insoluble en agua, por ello la versión más utilizada es el
gluconato de clorhexidina ya que este es muy soluble tanto en agua como en alcohol. Su
estabilidad es buena a temperatura ambiente y a un pH comprendido entre 5 y 8, pero muy
inestable en solución. Debe protegerse de la luz. El calor provoca la descomposición en
cloroanilina y en presencia de materia orgánica se inactiva fácilmente [11].
Figura 2-5. Ciclo de vida del PLA
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La clorhexidina tiene como lugar de acción primario la membrana citoplasmática, a
consecuencia se produce una modificación en la permeabilidad debido a la interacción
electroestática con los fosfolípidos ácidos. Tanto en bacterias como en levaduras la
absorción por difusión pasiva a través de las membranas es muy rápida, llegando a un
efecto máximo en 20 segundos [12-13]. Se produce una alteración de la permeabilidad
osmótica de la membrana y una inhibición de las enzimas del espacio periplasmático al
trabajar a bajas concentraciones, en cambio a concentraciones altas origina la precipitación
de las proteínas y ácidos nucleicos [9].
La clorhexidina posee amplio espectro de acción. Es bactericida sobre bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. Las microbacterias son altamente resistentes a la clorhexidina,
si bien puede tener una acción bacteriostática sobre ellas y tiene poco efecto sobre las
esporas de bacterias en germinación, pero inhibe su crecimiento. Es activa frente a
levaduras y mohos [14].
Las ventajas que justifican el empleo de la clorhexidina son la acción germicida rápida y su
duración prolongada, gracias a que ésta sustancia tiene una gran adhesividad a la piel y un
buen índice terapéutico. Los beneficios de su uso son principalmente los siguientes [10-11]:
Acción bactericida rápida.
Actividad residual duradera, entre 6 y 8 horas.
Reducción rápida del número de bacterias de la piel.
Efecto antiséptico prolongado.
Amplio espectro de actividad.
Activa en presencia de materia orgánica.
Ayuda a prevenir la contaminación cruzada.
Prevenir crecimiento microbiano durante aproximadamente 29 horas.
Figura 2-6. Molécula de Clorhexidina
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2.2.2. Polihexametilenbiguanida
La Polihexametilenbiguanida es un biocida catiónico comercializado mundialmente debido a
su excelente actividad antimicrobiana, estabilidad química, baja toxicidad y coste razonable.
Su efectividad contra organismos celulares se debe a la presencia del grupo biguanida
unido al grupo hexametileno. La PHMB es el antiséptico de uso más extendido cuando se
necesita un uso y/o contacto prolongado [15]. La presencia de PHMB en campos de la vida
cotidiana es muy extensa como por ejemplo [16]:
Desinfectantes de piscinas
Cosméticos
Conservantes del cuero
Líquidos para limpieza de lentes de contacto
Manipulación de alimentos
Fibras y textiles
La PHMB actúa uniéndose a los grupos de cabeza de los fosfolípidos de la pared celular
bacteriana, causando un incremento de la rigidez, llevando los segmentos apolares al
dominio hidrofóbico, esto crea una alteración en la membrana citoplasmática lo que
posteriormente acabará en muerte celular [16].
La síntesis de la PHMB puede hacerse por diferentes rutas, normalmente se obtiene por
policondensación de dicianamida sódica y hexametilendiamina en dos pasos. En la figura 2-
7 se muestra la estructura de PHMB y su modelo [16-17]. Las cinco aminas presentes en la
estructura de PHMB tienen capacidad para unirse a moléculas vecinas mediante la
formación de puentes de hidrógeno [18].
Figura 2-7. Estructura de PHMB(a). Modelo de PHMB (b) [16]
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2.3. Aplicaciones biomédicas de los polímeros
biodegradables
2.3.1. Generalidades
Aunque polímeros naturales como el colágeno se han utilizado durante miles de años con
fines biomédicos no fue hasta hace relativamente pocos años, principios de los 60, cuando
las investigaciones sobre aplicaciones biomédicas de polímeros biodegradables empezaron.
Durante los siguientes 50 años ha habido numerosos descubrimientos pero aún quedan
muchos retos por resolver.
En el diseño de biomateriales biodegradables se deben tener en cuenta diversas
propiedades importantes:
No deben inducir una respuesta antiinflamatoria continuada.
Su tiempo de degradación debe ser coincidente a su función.
Poseer propiedades mecánicas adecuadas para el uso previsto del material.
Los productos de la degradación tienen que poderse reabsorber o excretar así como
ser antisépticos, esterilizables y compatibles con el tejido receptor.
Los productos de la degradación no pueden ser tóxicos, mutagénicos,
carcinogénicos o antigénicos [19].
2.3.2. Matrices (scaffold)
En los andamios temporales o scaffolds encontramos una de las más importantes
aplicaciones de los polímeros biodegradables. Los scaffolds son dispositivos de sujeción y
soporte cuya función es servir de soporte artificial a un tejido debilitado, ya sea por
enfermedad, lesión o cirugía, hasta que haya recuperado su forma, resistencia y
funcionamiento característicos.
Hay diversos ejemplos del uso de andamios temporales con polímeros biodegradables, a
continuación se detallan algunos de ellos [20-21]:
Uso de partículas poliméricas porosas en odontología como relleno del hueco
originado tras la extracción dental para acelerar el proceso de cicatrización del hueso
de la mandíbula [22].
Dispositivos ortopédicos de fijación en zonas donde las propiedades mecánicas
requeridas son pequeñas: tornillos de interferencia en el tobillo, rodilla o mano;
tachuelas y pasadores para la unión de ligamentos o la reparación del menisco;
varillas y pasadores para la fijación de fracturas. Aún no están desarrollados para el
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uso en placas óseas o en aplicaciones en las que haya sustento de carga debido a
su resistencia insuficiente [22-24].
Actualmente se utiliza el término scaffold para denominar específicamente a los materiales
poliméricos biodegradables de estructura tridimensional y porosa que sirven de soporte para
el crecimiento in vitro o in vivo, con el fin de construir un sustituto biológico para un órgano o
tejido que ha perdido su función [22-25]. Estos andamios temporales se pueden construir a
partir de materiales obtenidos mediante la técnica de electrospinning obteniendo micro/nano
fibras y notables ventajas. Este ejemplo de aplicación es la base de la ingeniería de tejidos,
uno de los campos de la investigación biomédica más interesantes [22] [25].
2.3.3. Ingeniería de tejidos
En la actualidad se trabaja con la tercera generación de biomateriales. En el diseño de los
materiales se busca la interacción con el tejido de forma específica, mediante estímulos a
nivel celular y molecular así como la combinación de las propiedades de bioabsorbabilidad y
bioactividad dentro del mismo material.
Este tipo de implantes se utilizan para suplantar la función de algún órgano lesionado y
deben desaparecer durante el periodo de recuperación del mismo. Normalmente las
especies implicadas en la ingeniería de tejidos son células vivas y componentes
extracelulares que participan en el desarrollo de dispositivos que permitan, estimulen o
favorezcan la reparación o restauración de un órgano o tejido dañado.
Los polímeros sintéticos bioabsorbibles con capacidad de degradarse, gracias a reacciones
de hidrólisis, en condiciones fisiológicas dentro del cuerpo y eliminarse completamente por
vías metabólicas, son los materiales más atractivos para la elaboración de scaffolds en
ingeniería de tejidos. De esta manera los scaffolds pueden soportar el crecimiento de tejidos
completamente naturales creados por el propio organismo, evitando los problemas de
infección y formación de tejido fibroso, asociados a los implantes permanentes [21] [26].
El uso de la metodología de la ingeniería de tejidos implicaría la disminución de muchos de
los problemas relacionados con otras técnicas como [27-28]:
Intervenciones costosas y dolorosas para la extracción del tejido en el caso de
autoinjertos.
Disponibilidad de donantes y las reacciones de rechazo en el caso de los aloinjertos.
Riesgo de transmisión de enfermedades infecciosas en el caso de los xenoinjertos.
A continuación se muestra la figura 2-8 un esquema de cómo funciona el desarrollo de
andamios tridimensionales siguiendo las fases enumeradas a continuación [29]:
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1. Extracción de células del cuerpo.
2. Crecimiento de las células in-vitro.
3. Siembra de las células en el scaffold.
4. Cultivo para incrementar el número de células.
5. Implante del tejido regenerado.
2.4. Electrospinning
Durante décadas se han fabricado fibras sintéticas mediante procesos convencionales.
Estos procesos se basaban en la extrusión a presión de un fluido viscoso de polímero
consiguiendo fibras de entre 10 y 500 micrómetros de diámetro [32]. La técnica de
electrospinning o electrohilado produce fibras de una forma relativamente simple y con bajo
coste. Esta técnica consigue la formación de fibras de diámetros que van desde nanómetros
hasta micrómetros a partir de polímeros tanto sintéticos como naturales mediante el uso de
fuerzas eléctricas [33-34].
2.4.1. Principios de la técnica
Desde principios de siglo los investigadores de todo el mundo han estado revisando el
proceso de electrospinning. Este proceso ha ganado mucho interés en la última década no
solo por su versatilidad en la amplia gama de polímeros que se pueden utilizar sino por su
Figura 2-8. Desarrollo de scaffolds en ingeniería de tejidos [30-31]
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característica de hacer fibras de diámetros del rango de submicras, cosa que es complicado
conseguir con las técnicas convencionales de hilado de fibras. Debido a la pequeña
porosidad y gran superficie de las fibras convencionales, el electrohilado se aplica con éxito
en diversos campos desde ropa de protección a ingeniería biomédica [34].
La técnica del electrospinning consiste en aplicar un campo electrostático elevado entre dos
polos, conformados por una aguja de un sistema de inyección y una placa metálica o
colector (el cual está a potencial 0) donde se depositan las fibras nano o micrométricas
formando un tejido o matriz porosa (llamada electrospun o mat) con textura, color, y
densidad características [32] [34-36].
Como se observa en la figura 2-9 en la parte izquierda se sitúa la jeringa cargada con la
disolución del polímero previamente preparada. Para impulsar el fluido con el flujo deseado
se utiliza una bomba de infusión o perfusión donde se sitúa la jeringa de manera que la
bomba empuja el émbolo generando una presión constante que se transmite a la disolución
de polímero en la aguja. El campo eléctrico genera una polarización y carga que hace que la
solución sea atraída en forma de chorro hacía la superficie conductora, situada a cierta
distancia, y conectada a tierra. El solvente se evapora gradualmente a medida que hace el
recorrido entre la aguja y la placa colectora, de esta manera se obtienen micro o nanofibras
Figura 2-9. Esquema Electrospinning
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no tejidas distribuidas al azar que se van depositando en la placa colectora. Al flujo de fluido
impulsado desde la jeringa hasta la placa colectora se le denomina jet.
Las cargas son inducidas en el fluido durante el recorrido entre los electrodos (punta de la
aguja y placa colectora), la tensión superficial se rompe a través del campo eléctrico y se
descompone en una fuerza tangencial (t) y una normal (n), de esta manera se forma el
fenómeno conocido como Cono de Taylor (figura 2-9) [21] [32] [35-37].
La tensión superficial mantiene la gota sujeta al extremo de la aguja hasta que la repulsión
entre las cargas del mismo signo, originadas en la superficie de la gota, es lo suficiente
elevada como para contrarrestar la fuerza de contracción ocasionada por la tensión
superficial. Progresivamente la superficie de la gota sufre el efecto de esta fuerza resultante
alargándose y formando un cono inverso, citado anteriormente como Cono de Taylor. La
fibra sólida se consigue en el momento en el que el proceso de elongación llega a un límite.
Este se produce cuando la concentración de la carga eléctrica sobrepasa en gran medida a
la tensión superficial de manera que en la punta del cono se forma un haz con diferentes
trayectorias inestables del fluido que se irán alargando, reduciendo su diámetro a la vez que
el disolvente se evapora formando así las fibras sólidas que se recogerán en el colector [8] [36-
37].
El proceso descrito anteriormente genera una aceleración significativa en el jet de manera
que su diámetro disminuye en magnitud. El jet acaba solidificándose y se convierte en una
fibra de medidas micro o nanométricas. La corriente aplicada en la operación es de alto
voltaje pero intensidad muy reducida, del orden de microamperios [34].
La obtención de los resultados esperados no siempre es posible, depende del control de las
variables del proceso como la naturaleza del disolvente empleado, la concentración del
polímero en la disolución u otras variables de aspecto operativo del equipo de
electrospinning. En algunos casos el polímero no se transforma en fibras sino que se queda
como polímero en gotas o fibras mezcladas con gotas (electrospraying)
2.4.2. Control operacional
Para el control del electrospinning, que puede ser aparentemente sencillo, hay que tener en
cuenta que hay varios parámetros que afectan simultáneamente a las propiedades de las
fibras obtenidas. Los parámetros se pueden clasificar en tres grupos [24] [38]:
I. Propiedades de la disolución:
a. Tipo de polímero empleado (peso molecular, estructura…)
b. Concentración de polímero
c. Viscosidad
d. Conductividad
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e. Densidad de carga en la superficie
f. Tensión superficial
g. Constante dieléctrica del solvente
II. Variables del equipo
a. Velocidad de flujo
b. Potencial eléctrico
c. Distancia entre punta de aguja y placa colectora
d. Geometría
e. Tipo de colector
III. Parámetros ambientales:
a. Humedad
b. Temperatura de la disolución
c. Velocidad del aire en la cámara de electrospinning
En la tabla 2-2 se resumen los efectos de algunos de los parámetros en las características
de las fibras obtenidas. Esta tabla resume los efectos de forma individual sobre las fibras
pero durante el proceso pueden existir interrelaciones entre ellos lo que lleva a
complicaciones en el proceso. Por ello para encontrar las condiciones óptimas para cada
caso será necesario realizar diversos experimentos variando los diferentes parámetros [34]
[39].
Parámetros del proceso Efectos sobre las fibras
I
Peso molecular Aumento disminuye el número de gotas y aglomeraciones
Viscosidad/Concentración del
polímero
Parámetros directamente proporcionales
Mínimo y un máximo de concentración a partir del cual se
obtendrán fibras sin aglomerados.
Si la concentración aumenta, aumentará el diámetro
Con bajas viscosidades se obtienen fibras discontinuas y
con altas se dificulta la movilidad de la disolución en el
equipo
Conductividad/Densidad de
carga
Un aumento de la conductividad ayuda a obtener fibras
uniformes y sin defectos
Altas conductividades implican, generalmente, diámetros
de fibra pequeños
Tensión superficial
Si disminuye se reduce la presencia de agregados
Si aumenta se crea inestabilidad en el haz y se producen
gotas
Tabla 2-2. Resumen efectos causados por los parámetros de electrospinning
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II
Velocidad de flujo
Velocidad de flujo pequeña, fibras de diámetro pequeño
Elevado flujo problemas de evaporación del disolvente
Flujos de entre 0,5 y 10 mL/h
Potencial eléctrico
Mayor campo eléctrico da fibras de mayor tamaño
Diferencia de potencial de entre 0 a 50 KV para
electrohilar
Distancia aguja-colector
Se requiere distancia mínima para la formación de fibras
Distancias demasiado cortas o demasiado largas forman
gotas y aglomeraciones
Rango entre 5 a 30 cm
III Parámetros ambientales Aumento de la temperatura disminuye la velocidad y seobtienen fibras de diámetro inferior
Para poder caracterizar correctamente las fibras hay tres aspectos muy importantes a tener
en cuenta durante el proceso de electrospinning muestreando las fibras obtenidas a medida
que se hace variabilidad de parámetros [34]:
Los diámetros de las fibras obtenidas han de ser representativos y controlables.
La superficie de las fibras no debe presentar defectos como formación de gotas.
Conseguir fibras aisladas, sin aglomeraciones para facilitar su posterior estudio.
2.4.3. Aplicaciones generales
Las aplicaciones de las fibras de electrospinning son diversas y se distribuyen en
diferentes campos científicos. Revisando el gran número de patentes existentes sobre
electrospinning se observa que aproximadamente el 66 % de las aplicaciones de estas
fibras se encuentra en el campo de la medicina. A continuación se detallan algunas de las
aplicaciones que finalmente se esquematizan en la figura 2-10 [36].
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I. Composites: En esta aplicación se busca utilizar las fibras de electrospinning
como refuerzo, de manera que se puedan mejorar las prestaciones mecánicas
para que los materiales puedan ser sometidos a mayor carga, tensión o
deformación pero al mismo tiempo su peso pueda ser reducido.
Las investigaciones en torno a esta aplicación se centran principalmente en el
desarrollo de las propiedades físicas (ópticas y eléctricas) y químicas
manteniendo las prestaciones mecánicas en los niveles deseados.
Las limitaciones de esta aplicación se encuentran en el tamaño del campo del
refuerzo, ya que aún no se han podido obtener fibras continuas y uniaxiales que
podrían dar una mayor resistencia al material, y los polímeros elegidos, ya que
aquellos que mejor funcionan no siempre son los más indicados para los
refuerzos estructurales de materiales [36].
II. Filtración: es un proceso habitual en los sectores industriales y generalmente se
utilizan materiales fibrosos para optimizar su uso. En la filtración el tamaño de las
Figura 2-10. Esquema aplicaciones de nanofibras de polímero
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fibras es importante, por ello las películas obtenidas a partir de fibras preparadas
por electrospinning pueden dar solución en casos en los que se desea separar
micropartículas. De esta manera, con el uso de filtros constituidos por nanofibras
se mejoraría la filtración atrapando partículas más pequeñas.
La limitación en este campo viene principalmente de las modificaciones
estructurales que pueden sufrir algunas fibras por el fluido que se está filtrando.
Se está trabajando en suplir esta carencia con el acondicionamiento previo de la
fibra [36].
III. Tecnología textil: Las fibras de electrospinning se utilizan en este caso para los
tejidos de nanofibras ya que estos son capaces de neutralizar agentes químicos
sin dejar de ser permeables al aire y al vapor debido a su gran superficie. Estas
fibras presentan una alta porosidad, pero tamaños de poros muy pequeños por
ello este tipo de tejidos son muy útiles para prendas protectoras [36].
IV. Cosméticos: La aplicación en este campo reside en las mascarillas para la piel, se
buscan mascaras adaptables a la piel. Se ha estudiado la elasticidad y facilidad
de deformación de algunas fibras gracias a lo cual la aplicación de máscaras
sobre la piel podría ser posible. Otra aplicación se encuentra en los apósitos para
aplicar o retirar maquillaje que podría ubicarse en las fibras gracias a su porosidad
[36].
V. Aplicaciones ópticas y eléctricas: Actualmente se están intentando producir
pequeños dispositivos electrónicos y baterías de alto rendimiento (con electrodos
porosos) a partir de nanofibras de polímeros conductores. La velocidad de
reacción electroquímica en estas baterías es función de la superficie del
electrodo[21][34].
2.4.4. Aplicaciones biomédicas
Como se ha mencionado anteriormente el campo de la medicina es en el que más se
están estudiando y utilizando las aplicaciones de las fibras de electrospinning. Esto se
debe a que la mayoría de los tejidos y órganos humanos como los huesos, el colágeno, el
cartílago o la piel están estructurados jerárquicamente en redes de nanofibrosas. A
continuación se exponen algunas de las diferentes aplicaciones [23]:
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I. Prótesis médicas: para esta aplicación es para la que más se ha estudiado el uso
de micro/nanofibras obtenidas por electrospinning, ya que se pueden utilizar para
la fabricación de un gran número de prótesis de tejido blando. Existen varias
patentes en EEUU para aplicaciones como venas, vascular, mama, etc. También
se puede dar uso a estas fibras como films que recubran las prótesis de tejido
rígido actuando como interfaz para evitar o prevenir que la prótesis falle [40-42].
II. Soportes para el crecimiento del tejido humano: en el campo de los biomateriales
encontramos futuras aplicaciones. En biomateriales se diseñan refuerzos óptimos
que puedan imitar las estructuras y funciones biológicas de la matriz extracelular.
Para que la adhesión de las células se vea favorecida es necesario que los
diámetros de las fibras sean menores que los de éstas. Por ello se necesita el
desarrollo de estructuras fibrosas para la adhesión y proliferación de las células
[43]. En los últimos años la investigación para generar refuerzos a partir de
polímeros sintéticos biocompatibles ha tenido mayor dedicación [44].
III. Protección de heridas: las heridas o quemaduras en la piel pueden ser tratados
con capas poliméricas de nanofibras. De esta manera se impulsa el crecimiento
de la piel y se evita la formación de cicatrices. Este método se ve limitado por las
diferencias de tratamiento que requieren hueso y piel, ya que no se puede utilizar
el mismo tipo de fibra para ambos casos [45-46].
IV. Administración de medicamentos: El suministro de fármacos en seres vivos
depende de la distribución de estos en el organismo según sus propiedades
físicas como solubilidad, coeficiente de partición y carga. Debido a esto los
fármacos pueden alcanzar tejidos y órganos que no lo necesiten. Además, en
muchos de ellos, es posible que estén fuera del intervalo terapéutico, que sean
inactivos o que su acción sea indeseada o nociva y por ello cause efectos
secundarios negativos [47-48].
En la actualidad la administración de fármacos se realiza conjuntamente con otras
sustancias que mejoran su funcionamiento. En la mayoría de casos estas
sustancias son de naturaleza polimérica. Existen dos metodologías generales
para optimizar la acción de los fármacos:
Liberación controlada: trata de eliminar o reducir los efectos secundarios
produciendo una concentración terapéutica óptima para el organismo.
Generalmente se intenta que los cambios en la concentración del fármaco en el
organismo sean nulos, es decir que su cinética de liberación sea de orden 0.
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Liberación dirigida: trata de que el fármaco se dirija a lugares específicos de
manera que se asegura la liberación de éste en el lugar requerido, al mismo
tiempo se mantiene el fármaco inactivo en cualquier otro lugar del organismo.
El diseño de la administración de medicamentos permite definir diferentes tipos de
respuesta. Por ejemplo es la determinación de la velocidad de administración, el
momento de activación, si la administración se requiere constante o por impulsos,
etc. Normalmente, la absorción de medicamentos en el cuerpo humano es mejor
si éstos son pequeños y si la capa de recubrimiento es fina. La administración de
medicamentos se rige con el principio que cuanto mayor sea la superficie del
medicamento y de la estructura que lo soporta, mayor será la velocidad de
disolución.
Desde el punto de vista de las nanofibras la administración de medicamentos se
puede enfocar desde diferentes puntos de vista [49]:
Las partículas de medicamento se incorporan a la superficie de las
nanofibras que sirven de matriz.
Tanto el medicamento como la matriz se encuentran en forma de
nanofibras y el producto resultante está formado por los dos tipos de fibras
entrelazadas.
La mezcla del medicamento y del soporte en un solo tipo de fibras que
contiene los dos componentes.
La matriz se dispone por medio de electrospinning en formas tubulares y
las partículas del medicamento se encapsulan en su interior.
2.5. Antecedentes bibliográficos
Para la liberación controlada de drogas es frecuente el uso de antisépticos, antiinflamatorios
y otro tipo de fármacos que puedan ser insertados en matrices poliméricas. De esta manera
es posible variar la velocidad de salida del fármaco al medio.
La técnica del electrohilado es un método eficaz para elaborar micro o nanofibras con el fin
de cargarlas posteriormente con fármacos para su liberación controlada. Se ha utilizado con
polímeros naturales y sintéticos como el poliláctico, policaprolactona, acetato de celulosa,
resinas y muchos otros. Estas nanofibras se han empleado en diversos campos como el de
la ingeniería de tejidos, liberación controlada de fármacos, apósitos para heridas, etc.
En este proyecto se han obtenido fibras de PLA cargadas con CHX y PHMB. A continuación
se expone el estado del arte dividiéndolo en 3 partes:
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I. CHX y PHMB, monómero y polímero respectivamente y sus diferencias.
a. G. de Paula et al. [50] en 2011 caracterizaron física y químicamente el PHMB
determinando la distribución de peso molecular, la estructura polimérica en
solución acuosa, la caracterización espectroscópica y el análisis térmico.
b. T. Koburger et al. [15], realizaron en 2010 estudios estandarizados para
determinar la eficacia de diferentes antisépticos usados en tratamientos
prequirúrgicos y en tratamientos antisépticos de la piel, heridas y membranas
mucosas. De estos test estandarizados según las normas DIN 58940-7,
58940-8, 1040 y 1275 se estableció el siguiente ranking de eficacia
antimicrobiana cuando es posible un tiempo de contacto prolongado:
PHMBoctenidinaclorhexidinatriclosanPVP-iodina.
c. M. Allen et al. [51], basándose en estudios anteriores (Broxton et al., [52];
Gilbert et al., [53]) donde se explicaba la estrecha relación entre el bajo y alto
peso molecular del PHMB y su efecto bacteriostático o bactericida (a mayor
peso molecular incrementaba el efecto bactericida) así como la relación
directa con la concentración de éste, realizaron estudios exponiendo cepas
de Escherichia coli y mutaciones de ésta al PHMB. Como resultados
obtuvieron en primer lugar que para concentraciones entre 2.5 y 15 mg/L el
PHMB alteraba las características de crecimiento de E.coli y concentraciones
superiores o iguales a 10 mg/L tenían efecto bactericida. Además, proponen
un nuevo mecanismo de acción del PHMB, donde el factor crítico que
determina el efecto bacteriostático o bactericida del PHMB no solo
dependería de su capacidad para alterar la membrana interna de las
bacterias. Estos autores proponen como mecanismo de acción del PHMB
una interacción directa entre el PHMB y el ADN bacteriano. A bajas
concentraciones el daño causado por la interacción entre PHMB y ADN
puede ser tolerable e incluso reparable. Pequeños incrementos en la
concentración de PHMB pueden causar un incremento masivo de las
perturbaciones en las funciones de ADN o precipitándolo y esto produciría la
muerte celular. Por otro lado, es importante destacar que el uso generalizado
del PHMB como desinfectante es debido a su baja toxicidad en mamíferos.
La toxicidad en células eucariotas es mucho menor debido a su mayor
compartimentalización del ADN dentro del núcleo celular, y a la presencia de
estructuras subcelulares que actúan de barreras bloqueando la interacción
directa entre PHMB y ADN.
d. Ben-Knaz R. et al. [54], Pal S. et al. [55-56], sintetizaron complejos de CHX y
plata (I), (II) y (III) y llevaron a cabo estudios sobre su actividad
antimicrobiana llegando a la conclusión de que en todos los casos la
actividad era superior a la de la CHX o la plata por sí sola.
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II. Matrices de Polímeros cargados con CHX
a. Jones D. S. et al. [57], formularon geles con polímeros (HEC, PVP y PC) y
CHX y llevaron a cabo un estudio sobre el estado físico de la clorhexidina en
estos geles mediante el análisis de estos con espectroscopía. Concluyeron
que la banda representativa de la CHX seguía presente en todos los casos
viéndose alterada en algunos de ellos en intensidad.
b. Hiraishi N. et al. [58], incorporaron CHX en resinas y estudiaron la liberación
de ésta así como su actividad antibacteriana frente a S. mutans llegando a la
conclusión de que la liberación del diacetato de clorhexidina incorporado en
los discos de resinas está altamente correlacionada con el grado de
sorción/absorción de agua, que a su vez es independiente de las
características hidrofílicas de la composiciones de resina.
c. Chen L. et al. [59], prepararon scaffolds de microfibras con acetato de celulosa
como polímero base, CHX como agente bactericida, TTE como reticulante y
una pequeña cantidad de PEO de alto peso molecular para facilitar el
electrospinning. Estudiaron el efecto bactericida de estos scaffolds frente a
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas llegando a la conclusión de que
estas fibras tenían capacidad antibacteriana para ambos tipos de bacterias.
d. Lin Y. N. et al. [60], prepararon fibras de PLLA cargadas con CHX que
caracterizaron vía SEM y después analizaron su capacidad para la inhibición
del crecimiento bacteriano llegando a la conclusión de que la CHX contenida
en estas fibras responde a una liberación programada inhibiendo el
crecimiento bacteriano.
III. Fibras cargadas con PHMB
a. Liu X. et al. [61], recientemente (2012) prepararon scaffolds utilizando
coelectrospinning de dos mezclas, la primera de acetato de celulosa con
PHMB como agente bacteriano y la segunda de poliéster uretano también
con PHMB. Como resultado obtuvieron que la mejor mezcla de PEU:CA era
4:1 para mantener un equilibrio entre las propiedades mecánicas (que
disminuyen al aumentar el porcentaje de CA) y la liberación del PHMB (que
se incrementa al aumentar el porcentaje de CA). Estos scaffolds tienen
carácter antimicrobiano inmediato y a largo plazo.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo General
El actual Proyecto Final de Carrera fue desarrollado teniendo como objetivo general, la
producción de fibras de ácido poliláctico (PLA) cargadas con el polímero antibacteriano
polihexametilbiguanida (PHMB). Estas fibras fueron producidas mediante la técnica de
electrospinning y posteriormente caracterizadas por métodos microscópicos,
espectroscópicos, calorimétricos, y finalmente su actividad antimicrobiana y
biocompatibilidad fueron determinadas por ensayos de crecimiento bacteriano y cultivos de
líneas celulares, respectivamente.
3.2. Objetivos Específicos
Con la finalidad de desarrollar el objetivo general planteado para este PFC, se establecieron
los siguientes objetivos específicos:
1) Establecer las condiciones óptimas para la producción de electrofibras a partir de
soluciones de mezclas de PLA y PHMB. Típicamente se optimizan los solventes, y
diferentes parámetros operacionales del electrospining (p.e., distancia colector-
aguja, diámetro de aguja, flujo de inyección de la solución, etc.)
2) Caracterizar morfológicamente las fibras producidas en condiciones óptimas. Los
diámetros y la morfología superficial de las fibras serán determinadas por el análisis
de imágenes de SEM.
3) Demostrar la presencia del PHMB cargado en la matriz de PLA mediante el análisis
de FTIR, y establecer posibles cambios estructurales del PLA por análisis
calorimétricos.
4) Analizar las cinéticas de liberación del antibacteriano PHMB. Para ello, los
experimentos serán realizados en medios de liberación con diferente hidrofobicidad.
5) Comprobar el efecto antibacteriano del PHMB cargado en las fibras de PLA. Esta
actividad antibacteriana será determinada tanto en las bacterias E.coli y M.luteus
como modelos de bacterias Gram-negativa y Gram-positiva, respectivamente.
6) Determinar la potencial aplicación de las matrices de fibras de PLA cargadas con
PHMB como andamios temporales y medicados para el crecimiento celular.
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4. Materiales y métodos
4.1. Reactivos
Acetona QP
Ácido Poliláctico (PLA) 42000 Da (4.25 % D 0,3 % Residuo)
Ácido Fórmico 98-100 %
Agua destilada
Agua desionizada Milipore
Clorhexidina
Cloruro Sódico
Cosmocil PG® (n=8)
DMEM (Dulbeccos’ Modified Eagle Medium), medio de cultivo de células.
Dimetilsulfóxido
Ácido etilendiaminotetraacético
Etanol 96 % v/v
Extracto de levadura
Glutaraldehído
Hexafluoroisopropanol
Hidróxido de Sodio
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
PBS (phosphate buffered saline) 10x
Peptona
Tiosulfato de Sodio
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Triclorometano estabilizado con etanol PA
Tripsina, enzima proteolítica.
4.2. Electrospinning y condiciones operacionales
4.2.1. Disoluciones de PLA- Polibiguanida: PLA-CHX y PLA-PHMB
Se han preparado disoluciones de 10 mL al 10 % de PLA (w/v) a las que posteriormente se
les ha añadido diferentes cantidades de fármaco previamente disuelto en 1 mL de ácido
fórmico. En todas ellas el PLA se ha disuelto en una mezcla de cloroformo/acetona (1:2 v/v).
Las disoluciones preparadas son las siguientes:
PLA 10 % con CHX 0,5 %
PLA 10 % con PHMB 0,02 %
PLA 10 % con PHMB 0,075 %
PLA 10 % con PHMB 0,15 %
PLA 10 % con PHMB 0,25 %
4.2.2. Equipo de Electrospinning
En la figura 4-1 se muestra la configuración del equipo de electrospinning utilizado para la
realización del PFC. Este equipo está formado principalmente por los 5 elementos que se
describen a continuación.
Figura 4-1. Esquema equipo electrospinning simple
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I. Bomba de desplazamiento: Es un elemento electrónico que actúa sobre el émbolo
de la jeringa mediante el movimiento de un pistón. Este componente permite la
dosificación de la disolución polimérica hasta la aguja con un flujo constante. La
bomba (figura4-2) empuja el émbolo de la jeringa de manera constante según la
velocidad que se haya programado en la máquina.
II. Jeringa: Este elemento se utiliza para almacenar la disolución. Debe de ser inerte a
ésta y no causar alteraciones que cambien su naturaleza (figura 4-3).
III. Aguja: Se utiliza para hacer fluir la solución a la vez que se le conecta uno de los
electrodos de la fuente de alimentación. Gracias a este electrodo por el extremo de
la aguja (figura 4-4) sale la solución polimérica formando una fibra hilada en forma de
Cono de Taylor.
Figura 4-2. Bomba de desplazamiento o infusión
Figura 4-3. Jeringa utilizada para electrospinning
Figura 4-4. Aguja para electrospinning
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IV. Superficie colectora y caja protectora: La superficie colectora (figura 4-5) está
conectada al otro electrodo de la fuente de alimentación, es donde se acumularán
las fibras obtenidas. Para aislar el montaje durante el electrospinning se utiliza la
caja protectora de manera que se evite el contacto directo con la persona que
manipula. El voltaje durante el electrospinning llega a ser elevado lo que hace que la
caja protectora sea un elemento de seguridad necesario.
V. Fuente de energía: Este aparato (figura4-6) se encarga de generar la diferencia de
potencial entre la aguja y la superficie colectora creando un campo eléctrico para
formar las fibras.
Figura 4-5. Caja protectora y superficie colectora del montaje de electrospinning
Figura 4-6. Fuente de energía
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A parte de los elementos anteriormente descritos, existen otros elementos auxiliares para
llevar a cabo el proceso de electrospinning:
Guantes: Se utilizan para la manipulación de la solución polimérica. Son de uso obligatorio
en todo el laboratorio.
Papel de aluminio: Se recubre la superficie colectora con este material (figura 4-7) para
recoger las fibras del electrospinning.
Microscopio óptico: Para el análisis de la morfología de las fibras se utiliza este aparato,
gracias a él se puede hacer un primer análisis in situ de las fibras obtenidas durante el
proceso. Es de gran utilidad para optimizar condiciones antes de recoger fibras en gran
cantidad (figura 4-9).
Cubreobjetos y portaobjetos: El cubreobjetos (imagen inferior de la figura 4-8) sirve para
recoger una pequeña cantidad de fibras sobre él. Éste se coloca sobre el portaobjetos
(imagen superior de figura 4-8) para poder evaluar las fibras en el microscopio óptico.
Figura 4-7. Papel de aluminio
Figura 4-8. Portaobjetos (arriba). Cubreobjetos (abajo)
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4.2.3. Evaluación de las fibras por microscopia óptica (OM)
El microscopio óptico crea una imagen aumentada del objeto sirviéndose de la luz visible. El
más simple es la lente convexa doble con una distancia focal corta. Este tipo de lentes
pueden llegar a un aumento de hasta 15 veces un objeto. Los microscopios compuestos son
los más utilizados, estos disponen de varias lentes y de esta manera pueden alcanzar
aumentos de hasta 2000.
El microscopio compuesto consiste en dos sistemas de lentes, el objetivo y el ocular,
montados en extremos opuestos de un tubo cerrado. El objetivo está compuesto de varias
lentes que crean una imagen real aumentada del objeto examinado. Las lentes de los
microscopios están dispuestas de forma que el objetivo se encuentre en el punto focal del
ocular. Cuando se mira a través del ocular se ve una imagen virtual aumentada de la
imagen real. El aumento total del microscopio depende de las longitudes focales de los dos
sistemas de lentes.
En nuestro trabajo se han utilizado objetivos de 20 y 40 aumentos. Las observaciones
morfológicas se realizaron con un microscopio Zeiss Axioskop 40. Las micrografías fueron
registradas con una cámara digital Zeiss AxiosCam MRc5 (figura 4-9).
Gracias al microscopio óptico se pueden establecer fácilmente las condiciones óptimas para
la recogida de fibras. Para ello se recogen fibras en un cubreobjetos que después se analiza
con microscopia óptica para ver si la morfología de las fibras es la deseada. Sin embargo,
este método no es eficiente para hacer el estudio de distribución de diámetros de la
población ya que la forma cilíndrica de las fibras produce una dispersión en el borde de
estas dando lugar a sombras que dificultan la determinación exacta del diámetro.
Figura 4-9. Microscopio óptico con cámara y equipo informático
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4.3. Morfología y diámetro de las fibras
4.3.1. SEM
El microscopio electrónico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscope), figura 4-10, es
un instrumento que utiliza un haz enfocado de electrones de alta energía sobre la superficie
de una muestra sólida para generar una variedad de señales. Las señales derivadas de las
interacciones de la muestra con los electrones revelan información acerca de ésta como por
ejemplo la morfología o la composición química. Para su análisis en SEM las muestras son
recubiertas con una fina capa de metal o con una capa de carbono para darle propiedades
conductoras.
Los electrones acelerados en un SEM conllevan cantidades significativas de energía
cinética, y esta energía se disipa en forma de una variedad de señales producidas por las
interacciones entre los electrones y la muestra al chocar. Estas señales incluyen electrones
secundarios, electrones retrodispersados, difracción de electrones, fotones, luz visible y
calor. Los electrones secundarios son comúnmente utilizados para las muestras de imagen
mostrando la morfología de las muestras.
Algunas de las propiedades más significativas de este tipo de microscopia son:
Obtención de imágenes en apariencia tridimensional
Enfocar de una sola vez una gran parte de la muestra
Sencilla preparación de muestras
Todo esto es posible debido a su capacidad de resolución, superior a 5 nm. Su
funcionamiento se basa en incidir sobre la muestra un haz de electrones acelerados con
un voltaje comprendido entre 1-50 kV entre el cátodo y el ánodo. El haz, mediante unas
lentes electromagnéticas, se proyecta a través de una columna con alto vacío sobre la
superficie de la muestra y los electrones rebotan o provocan la emisión de los electrones
secundarios de ésta. En consecuencia, estos electrones se recogen con unos detectores
y se proyectan sobre un monitor que proporciona una imagen de la muestra. [62]
Figura 4-10. Microscopio de haz de iones focalizados FIB/SEM (Focus Ion Beam Zeiss Neon40)
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4.4. Análisis por IR
El análisis de un polímero mediante IR, permite realizar un estudio cualitativo para
determinar los grupos funcionales que lo constituyen.
El IR es una técnica de caracterización fisicoquímica, basada en la excitación de los modos
de vibración de las moléculas, mediante la absorción de radiación infrarroja. A una
temperatura mayor a la del cero absoluto los enlaces químicos entre dos átomos se
encuentran en vibración. Ésta puede ser de dos tipos: tensión o flexión. Las vibraciones
de tensión suponen un cambio continuo en la distancia interatómica a lo largo del eje de
enlace entre dos átomos. En cambio, las de flexión se caracterizan por un cambio en el
ángulo formado por dos enlaces. Los tipos de flexión son: de tijereteo, de balanceo, de
aleteo y de torsión (figura 4-11).
Cada molécula presenta un espectro IR característico (huella dactilar), debido a que
todas las moléculas (excepto las especies diatómicas homonucleares como O2 y Cl2) se
encuentran en vibración que, al activarse, provoca absorción a una determinada longitud
de onda (λ) en el espectro de infrarrojo. La luz infrarroja se encuentra en el mismo rango
de frecuencia de vibración que los enlaces de la molécula analizada. Es por ello que,
Figura 4-11. Diferentes tipos de vibración flexión
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cuando a ésta se le aplica una radiación IR, absorbe todas las frecuencias que son
idénticas a las de vibración de los distintos enlaces que constituyen dicha molécula.
Por lo tanto, el espectro IR de un compuesto no es más que una representación gráfica
de la absorción donde se comprenden dos zonas claramente diferenciadas: la zona del
espectro electromagnético IR, con longitudes de onda del infrarrojo medio (entre 4000 y
1300 cm-1), donde se observan una serie de bandas de absorción provocadas por las
vibraciones (derivadas de grupos que contienen hidrógeno o de grupos con dobles o
triples enlaces aislados) entre, únicamente, dos átomos de la molécula; y la zona del
espectro electromagnético IR, con longitudes de onda comprendidas entre 1300 y 400
cm-1 (infrarrojo lejano), donde se complica la identificación de las vibraciones
moleculares, debido a que cada una de ellas está generada por absorciones individuales
sumadas (denominada zona de la huella dactilar). Para poder cuantificar la cantidad de
radiación absorbida se determina el porcentaje de transmitancia (T %). La identificación
de los grupos funcionales se realiza basándose en que cada uno de ellos tiene una
absorción característica para una longitud de onda determinada.
Respecto a los tipos de espectrofotómetros que existen se clasifican en dos grupos: los
de barrido de doble haz y los de Transformada de Fourier (FTIR) cuyos esquemas
pueden observarse respectivamente en las figuras 4-12 y 4-13, respectivamente.
Fuente
Blanco
Muestra
Monocromador Detector Amplificador Registro
Fuente Interferómetro Muestra Detector Interferómetro
Registro Amplificador
Figura 4-12. Espectrofotómetro de barrido de doble haz
Figura 4-13. Espectrofotómetro con Transformada de Fourier
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El IR de barrido de doble haz analiza las distintas longitudes de ondas absorbidas
comparándolas con un blanco, generalmente aire. Las diferencias entre los dos haces se
representan mediante un pico o banda de transmisión a una determinada longitud de
onda.
Los denominados de tipo Transformada de Fourier se basan en hacer incidir todo el
espectro de longitudes de onda varias veces sobre la muestra. Para obtener el espectro
se recoge la radiación transmitida como una señal de interferencias (interferograma) y se
le aplica la operación matemática de Transformada de Fourier. El espectro utilizado es un
FT/IR-4100 //ATR ESPECAC de la marca Jasco (figura 4-14).
4.5. Análisis térmico
4.5.1. DSC
La calorimetría de barrido diferencial (Differential Scanning Calorimetry o DSC) es una
técnica termoanalítica en la que la diferencia de calor entre una muestra y una referencia es
medida como una función de la temperatura. Esta técnica permite observar y cuantificar las
diferentes transiciones energéticas que puede sufrir un material, ya sea por calentamiento o
enfriamiento, con o sin cambio de fase o bien por reacción química. Uno de los fenómenos
que se ha estudiado a partir del DSC es el calor liberado durante el proceso de cristalización
del polímero estudiado.
La muestra y la referencia son mantenidas aproximadamente a la misma temperatura
durante un experimento. El principio básico subyacente a esta técnica es que, cuando la
muestra experimenta una transformación física tal como una transición de fase, se
necesitará que fluya más (o menos) calor a la muestra que a la referencia para mantener
ambas a la misma temperatura. El que fluya más o menos calor a la muestra depende de si
Figura 4-14. Modelo: FT/IR-4100 //ATR ESPECAC. Marca: JASCO
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el proceso es exotérmico o endotérmico. Por ejemplo, en tanto que una muestra sólida
funde a líquida, se requerirá que fluya más calor a la muestra para aumentar su temperatura
a la misma velocidad que la de referencia. Esto se debe a la absorción de calor que la
muestra experimenta durante la transición de fase endotérmica desde sólido a líquido. Por el
contrario, cuando la muestra experimenta procesos exotérmicos, tales como una
cristalización, se requiere menos calor para alcanzar la temperatura de la muestra.
La calorimetría de barrido diferencial puede ser utilizada para medir varias propiedades
características de una muestra. Usando esta técnica es posible caracterizar procesos como
la fusión y la cristalización así como temperaturas de transiciones vítreas (Tg). La DSC
puede ser también utilizada para estudiar la oxidación, así como otras reacciones químicas.
Las transiciones vítreas se presentan cuando se aumenta la temperatura de un sólido
amorfo. Estas transiciones aparecen como una alteración (o peldaño) en la línea base de la
señal DSC registrada. Esto es debido a que la muestra experimenta un cambio en la
capacidad calorífica sin que tenga lugar un cambio de fase formal.
A medida que la temperatura aumenta, un sólido amorfo se hará menos viscoso. En algún
momento las moléculas pueden obtener suficiente libertad de movimiento para disponerse
por sí mismas en una forma cristalina. Esto es conocido como temperatura de cristalización
(Tc). Esta transición de sólido amorfo a sólido cristalino es un proceso exotérmico y da lugar
a un pico en la curva DSC. A medida que la temperatura aumenta, la muestra alcanza
eventualmente su temperatura de fusión (Tm). El proceso de fusión resulta evidenciado por
un pico endotérmico en la curva DSC. La capacidad para determinar temperaturas de
transición y entalpías hace de las curvas DSC una herramienta valiosa para producir
diagramas de fase para diversos sistemas químicos.
Los análisis térmicos se han efectuado en un calorímetro diferencial de barrido Q100 de TA-
Instruments (figura 4-15). El instrumento consta de dos celdas y opera con purga de
nitrógeno. En una de ellas se coloca una cápsula cerrada de aluminio con el material a
ensayar y en la otra una cápsula igual, pero vacía, que sirve como referencia.
Para la realización de las calorimetrías se pesan aproximadamente 5 mg de la muestra en
estado sólido y se depositan en una cápsula de aluminio que se coloca en el muestreador
automático del equipo.
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4.6. Ángulos de contacto
El equipo Data Physics OCA 15 (figura 4-16) nos permite medir los ángulos de contacto
entre un líquido especificado y una superficie. La medición de ángulos de contacto de
equilibrio sólido/líquido/vapor se usa típicamente en el análisis interfacial, y generalmente se
considera entre los métodos más sensibles que proporcionan información sobre la superficie
más externa de las capas moleculares superiores (0,5 nm).
Figura 4-15. Calorímetro DSC Q-100
Figura 4-16. Medidor de ángulos de contacto Data Physics OCA 15
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Los ángulos de contacto se midieron mediante el análisis de la forma de la gota. Para esta
técnica hay que tener en cuenta dos hipótesis principales:
La gota es simétrica respecto a un eje vertical por lo tanto es irrelevante desde que
dirección es observada.
La gota no está en movimiento de manera que la viscosidad o la inercia no son
relevantes, así pues las únicas fuerzas que afectan a la forma de la gota son la
tensión interfacial y la gravedad.
Los ángulos de contacto se miden ajustando una expresión matemática a la forma de la
gota y después calculando el ángulo entre la tangente a la forma de la gota y la base de
referencia previamente fijada.
Para el ensayo con Data Physics OCA 15, se prepara una jeringa de vidrio con agua y se
coloca en el aparato para que este pueda dispensarla. En el software SCA20 se introducen
los datos relativos al tipo de fluido que se va a utilizar así como las características de la gota
(volumen) y la manera de dispensarla [63].
Una vez preparada la jeringa, se coloca la muestra en la superficie metálica del aparato y se
fija para que quede plana. Posteriormente se procede al uso de la cámara que deberá estar
en la dirección y enfoque adecuados para que inicialmente se observe por la pantalla la
muestra y la jeringa.
Cuando esto se consigue se procede a dispensar una gota, y se sube la superficie metálica
para que la muestra y la gota se toquen y después se separan, de manera que la gota
quede sostenida encima de la muestra (figura 4-17).
Figura 4-17. Dispensación de la gota sobre la superficie de la muestra
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Una vez se tiene la gota sobre la muestra se procede al cambio de enfoque para que la gota
quede centrada, aumentada y enfocada en la pantalla. Mediante el software se procede a
introducir la línea base sobre la que la gota se apoya y posteriormente el propio programa
calculara la forma y ángulos de contacto entre la gota y la superficie de la muestra (figura 4-
18).
4.7. Análisis de las cinéticas de liberación
4.7.1. Modelos de liberación en medios de distinta hidrofobicidad
Los estudios de liberación se realizaron en diferentes medios de distinta hidrofobicidad, para
ello se han preparado mezclas de PBS 1x con etanol 96 % v/v en diferentes
concentraciones detalladas a continuación:
PBS
PBS-Etanol (90:10 v/v)
PBS-Etanol (50:50 v/v)
PBS-Etanol (30:70 v/v)
PBS-Etanol (10:90 v/v)
Todos los ensayos se realizaron durante 60 horas. Las medidas se tomaban con la siguiente
frecuencia:
Cada 5 minutos los primeros 15 minutos
Cada 15 minutos la primera hora
Cada hora las primeras 8 horas
Tres tomas pasadas las 24 horas
Dos tomas pasadas las 48 horas
Figura 4-18. Imagen de una gota con la línea base y el perfil calculado
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Para el medio de PBS-Etanol (90:10 v/v) se realizó además un ensayo de liberación que
consistía en refrescar el medio de liberación cada 2,5 horas de manera que se pudiera
estudiar el equilibrio que se producía entre el fármaco liberado y el medio. La frecuencia de
tomas para esta liberación fue la siguiente:
Cada 5 minutos los primeros 15 minutos
Cada 15 minutos la primera hora
Cada 30 minutos hasta las 2,5 horas
4.7.2. Espectroscopia de ultravioleta (UV)
La técnica de espectroscopia UV, de la misma manera que la de IR, se basa en la
absorción de energía de una longitud de onda (λ) determinada por un compuesto
químico. En este caso, se basa en la absorción de luz ultravioleta y visible que se genera
en una molécula al pasar un electrón de un orbital de baja energía a uno superior, al ser
excitado.
La diferencia energética entre estos orbitales moleculares corresponde a las longitudes
de onda del visible. Dichas longitudes de onda se encuentran entre 190 y 780 nm,
situadas en la zona del ultravioleta visible.
En el espectro UV-VIS normalmente sólo se aprecian 2 ó 3 grandes bandas y en general
son anchas, debido a que los electrones pueden tener muchos niveles energéticos
dependiendo del entorno (vibraciones y/o rotaciones). Es por este motivo que se suele
representar como un solo nivel energético lo que en realidad son muchos subniveles.
En este trabajo, para la espectroscopia UV-VIS se utilizó un espectrofotómetro SHIMADZU
UV-3600 (figura 4-19), para cuantificar los ensayos de liberación de CHX y PHMB. Las
muestras líquidas recogidas se depositan en una cubeta de cuarzo y se leen a una
absorbancia determinada previamente como la absorbancia máxima del fármaco en este
Figura 4-19. Espectrofotómetro SHIMADZU UV-3600
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medio (en PBS y en PBSS-Etanol). Para determinar la concentración de CHX y PHMB en
las muestras sus absorciones fueron procesadas usando una curva patrón como referencia.
4.7.3. Modelos cinéticos de liberación
La liberación de un fármaco es un proceso complejo que depende de diversos factores
relacionados con el fármaco (estructura química, cristalinidad, solubilidad, cantidad y tamaño
de partícula del fármaco) y de factores dependientes del medio donde tiene lugar la
liberación. El gran número de factores que afectan a la liberación hacen de ella un fenómeno
difícil de modelar, es por ello que se han planteado diferentes ecuaciones para poder
relacionar la cantidad de fármaco liberado en función del tiempo.
El proceso de liberación de un fármaco incluido dentro de una matriz polimérica puede
llevarse a cabo mediante varios mecanismos (difusión y relajación o hinchamiento de las
cadenas poliméricas).
Existen diferentes modelos capaces de ajustarse al tipo de liberación que se produce
cuando el fármaco está en una matriz polimérica, en este proyecto se han utilizado dos
modelos matemáticos del tipo mecanicista, el modelo de primer orden y el de Higuchi. Estos
modelos tienen limitaciones en función del porcentaje de saturación del fármaco, es decir en
función de la concentración máxima que alcanza el fármaco en el medio.
Primer Orden: En este modelo la velocidad de disolución es proporcional a la primera
potencia de la concentración del fármaco disuelto.ln 1 − = − + ln EQ (4-1)
Donde Mt/M∞ es la fracción de fármaco liberado en un tiempo t y k es la constante de
velocidad de liberación.
Este modelo es incapaz de ajustar los primeros datos de la liberación (solo a partir del 40 %
de saturación), por ello el análisis cinético se ha complementado con el uso del modelo de
Higuchi.
Higuchi: En este modelo la velocidad de disolución es función de la raíz cuadrada del
tiempo. = √ EQ (4-2)
Con este modelo es posible el ajuste de los datos hasta el 60 % de saturación del fármaco.
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4.8. Cultivos bacterianos
Las bacterias seleccionadas para llevar a cabo el estudio antibacteriano, fueron: Escherichia
coli (E. coli) y Micrococcus luteus (M. luteus), figura 4-20, la primera de tipo Gram negativo y
la segunda Gram positivo. De esta forma, se ha evaluado con amplitud el efecto de la PHMB
y CHX como agente antibacteriano en las matrices de fibras obtenidas por electrospinning.
Las bacterias fueron cultivadas aeróbicamente hasta la fase exponencial (Figura 4-21) en un
medio de cultivo constituido por 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de NaCl, y 16 g/L de
peptona disueltos en agua destilada (pH 7,2). El crecimiento bacteriano se determinó
mediante la medida de absorbancia a 600 nm, y el número de bacterias se calculó mediante
una Curva de McFarland.
Figura 4-20. Morfología de las bacterias E. coli (izquierda) y M. Luteus (derecha). Imágenes
obtenidas mediante microscopia electrónica de barrido (SEM)
Figura 4-21. Curva de crecimiento bacteriano donde se indican las 4 fases del crecimiento
1 Fase de adaptación (Lag), 2 Fase exponencial, 3 Fase estacionaria, 4 Muerte celular
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Los experimentos de inhibición del crecimiento bacteriano se realizaron en placas de
poliestireno de 24 pocillos. 103UFC (unidades formadoras de colonias) fueron sembradas en
2 mL de medio de cultivo en presencia de las muestras de electrofibras (1 cm x 1 cm x
0,1cm). Los cultivos se incubaron a 37 ºC y se agitaron a 60-100 rpm. Después de incubarse
durante 24 h, una alícuota de 0,1 mL de cada pocillo fue colocada en una placa de ELISA
para realizar la lectura de absorbancia a 600 nm como medida para determinar el
crecimiento bacteriano. El recuento de bacterias se calculó como se ha indicado, mediante
una Curva de McFarland.
Los experimentos de adhesión bacteriana a la matriz de fibras se llevaron a cabo
sembrando 103 UFC en 2 mL de medio de cultivo en presencia de fibras. Los cultivos se
incubaron a 37 ºC y se agitaron a 60-100 rpm durante 24 h. Después de la incubación, el
medio de cultivo fue aspirado y posteriormente la matriz fue lavada dos veces con agua
destilada. A continuación, se añadió 1 mL de tiosulfato de sodio 0,01 M estéril y la muestra
de fibras fue agitada en vórtex durante 2 minutos. Posteriormente, la muestra se mantuvo en
incubación a 37 ºC y agitación (60-100 rpm) durante 1 h para favorecer la liberación
bacteriana desde la matriz de fibras. Finalmente, se añadió 1 mL del medio de cultivo y la
matriz fue retirada de los pocillos y seguidamente las placas fueron mantenidas en cultivo
durante 24 horas a 37 ºC y con una agitación de 200 rpm. El crecimiento bacteriano se
determinó tal y como se describe en el ensayo de inhibición bacteriana. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado, expresándose todos los resultados como la media
± la desviación estándar. Se utilizó la t-Student para el análisis estadístico en un nivel de
confianza del 95 % (p <0,05).
4.9. Cultivos celulares
Se ha estimado que los diferentes tejidos y órganos de un adulto contienen más de 1014
células. Todas éstas se derivan originalmente de una única célula que crece y se divide. De
igual modo, puede hacerse que células aisladas de ciertos tejidos, crezcan y se dividan
en un medio de cultivo artificial, constituyendo lo que se conoce como cultivo de tejidos.
El cultivo de células inmortalizadas (células derivadas de tumores, o células trasformadas
por elementos virales) es una metodología que permite tener de forma continua células.
Estos cultivos celulares tienen como ventaja que no requiere el sacrificio de animales, ni el
aislamiento y purificación celular. Por este motivo, los primeros ensayos de
biocompatibilidad son realizados usando este tipo de células. El término biocompatibilidad
in-vitro, puede entenderse como un material que no produce muerte celular por toxicidad
celular (citotoxicidad) y se comporta como soporte apto para la adhesión y proliferación de
células.
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Para la realización de este estudio se utilizan células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) y
MRC-5 (Homo Sapiens Fibroblast Cells) las primeras son células epiteliales y las segundas
los fibroblastos. Tanto las células MDCK como las células MRC-5 fueron cultivadas en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con suero fetal bobino al 10
%, 50 U/cm3 de penicilina, 50 mg/cm3 de estreptomicina y L-glutamina 2 mM, a 37 ºC en una
atmósfera húmeda con 5 % CO2 y 95 % de aire. El medio de cultivo se cambia cada dos
días y, para el subcultivo, las monocapas celulares se lavan con tampón fosfato salino (PBS)
y luego se tripsinizan por incubación con tripsina-EDTA (0,25 %) durante 2-5 minutos a 37
ºC. La actividad de la tripsina se detiene añadiendo medio de cultivo para obtener una
suspensión celular.
La concentración de células en la suspensión se determinó por conteo celular directo en una
Cámara de Newbauer (figura 4-22), usando el colorante vital azul de trypan al 4 % para
diferenciar las células vivas de las muertas. Este colorante penetra en las células muertas, y
las colorea de azul, mientras que las células vivas no se tiñen. El principio de esta tinción
diferencial corresponde a la estabilidad de la membrana celular: las células muertas tienen
la membrana celular dañada, mientras que las células vivas tienen una membrana celular
íntegra o intacta y por ello no permiten la penetración del colorante al interior citoplasmático.
Todos los experimentos de biocompatibilidad in-vitro fueron realizados con suspensiones
celulares con viabilidad celular igual o mayor al 95 %. Se requiere esta alta viabilidad celular
inicial para poder evaluar la adhesión y proliferación de las células en contacto directo con el
material. La pérdida de viabilidad celular durante los experimentos de biocompatibilidad
puede explicarse por citotoxicidad (daño celular y/o muerte celular) inducida por los
materiales o productos generados a partir del material ensayado.
Figura 4-22. Cámara de Newbauer (a la izquierda se puede observar su aspecto exterior) y
el sistema de conteo utilizado (a la derecha)
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Para los ensayos de biocompatibilidad in-vitro, las matrices de microfibras fueron recortadas
en cuadrados de superficie aproximada de 1 cm2. Estas probetas fueron colocadas en los
pocillos (well) de placas de cultivo constituidas por un total de 24 pocillos. Las placas de
cultivo son de poliestireno (PS) tratado para el cultivo celular (CTRL), tratamiento que
consiste en el recubrimiento de la superficie de PS con proteínas típicas de la matriz
extracelular (colágeno, fibrina, etc.). Finalmente, las placas de cultivo preparadas con las
matrices de microfibras a evaluar fueron esterilizadas por irradiación UV durante 15 min en
el interior de una cabina de bioseguridad tipo II. Luego, las células se expusieron al contacto
directo con la superficie del material para evaluar tanto la adherencia como la proliferación
celular.
Alícuotas de 100 µL con 5x104 células (para la adhesión) o 2x104 células (para la
proliferación) se depositaron en las probetas de microfibras colocadas en cada pocillo de la
placa de cultivo. La placa se incubó en condiciones de cultivo durante 60 minutos para
permitir la adhesión celular a la superficie del material.
Posteriormente, se añadió 1 cm3 del medio de cultivo a cada pocillo. Los controles de la
adherencia y proliferación se obtuvieron por cultivo de células en la superficie de CTRL
(placa).
La adhesión celular se evaluó por el ensayo MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetil2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio) después de 20 h de cultivo y los resultados fueron normalizados por
unidad de superficie (cm2). La proliferación celular fue evaluada a los 7 días de cultivo. Cada
experimento fue repetido 5 veces de manera independiente para posteriormente ser
promediado y representado gráficamente. Se realizó el análisis estadístico usando el test t-
Student con un nivel de confianza del 95 % (p<0,05).
El ensayo del MTT se utilizó para la determinación de la viabilidad celular. Las células
viables contienen deshidrogenasas, que convierten el reactivo MTT en sal de formazán.
Esta transformación del MTT a formazán, se evidencia por la aparición de microcristales en
el interior de las células. La formación de formazán es cuantificable cuando se disuelven los
cristales y se realiza la lectura de su absorbancia; así, el número de células o concentración
celular es proporcional a la absorbancia medida a 540 nm, por lo que puede obtenerse una
curva patrón para el recuento celular.
La evaluación de la adhesión y la proliferación celular en las matrices de microfibras se
realizó determinando la viabilidad celular y usando como reactivo el MTT. Para ello,
finalizado el tiempo de cultivo, se añadieron en el medio 50 µL de reactivo MTT preparado
con una concentración de 3 mg/cm3. Las muestras fueron mantenidas durante 4 h en las
condiciones de cultivo, aspirándose y desechándose posteriormente el medio. Las probetas
de microfibras fueron colocadas en pocillos de una placa limpia (figura 4-23).
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Finalmente, se añadió 1 cm3 de dimetilsulfóxido (DMSO) tanto a pocillos vacíos como a los
que contenían las probetas de microfibras. De esta forma, se pudo cuantificar las células
viales sobre las microfibras y sobre la placa (control). Las placas fueron mantenidas en
agitación orbital durante 15 min para disolver los cristales de formazán en el DMSO. Luego,
el DMSO se leyó a una absorbancia de 540 nm con un lector ELISA (figura 4-24) y se
efectuó el recuento celular.
Figura 4-23. Viabilidad celular en un experimento de proliferación celular. Se observan los
cristales de formazán que son formados en las células viables
Figura 4-24. Lector automático de microplacas EZ-READ 400 ELISA
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5. Resultados y discusión
5.1. Optimización de las condiciones operacionales de
Electrospinning
5.1.1. Preparación de las disoluciones electrohilables de PLA-CHX, PLA-
PHMB
Para la obtención de fibras a partir de las mezclas PLA-CHX y PLA-PHMB es necesario
realizar diferentes ensayos en los que se buscan los mejores parámetros operacionales
para que las fibras recogidas sean regulares, sin defectos y dentro del rango de diámetros
deseado. Hay diferentes parámetros a tener en cuenta en la preparación de las mezclas
antes de llevar a cabo el electrospinning, como es el disolvente que se utilizará o las
concentraciones tanto de polímero como del fármaco. Durante el proceso de electrohilado,
se requiere una concentración adecuada de la solución para la formación de la fibra. A bajas
concentraciones, se obtiene una mezcla de gotas y fibras, y cuando la concentración de la
solución aumenta, la forma de las gotas cambia de esférica a una forma fusiforme y
finalmente se producen fibras uniformes con un incremento de diámetro, esto es debido a la
resistencia de la alta viscosidad.
Otro factor importante es el peso molecular del polímero, el cual debe ser suficientemente
elevado para ser electrohilado, sino puede provocar la formación de gotas y formas
fusiformes en las fibras generadas [34]. Las electrofibras obtenidas a partir de PLA, PLA-CHX
y PLA-PHMB son mayoritariamente basadas en PLA. El PLA usado para estas fibras fue
amorfo y de elevado peso molecular (42000 Da) (Polymer 2002D, Natureworks)
proporcionado por Nupik International (Polinyà, España), y de acuerdo al fabricante tiene un
contenido de forma D del 4,25 %, un contenido residual de monomero del 0,3 %, una
densidad de 1,24 g/cc, Tg de 58 ºC y Tm de 153 ºC. Tanto, la CHX como el PHMB fueron
contenidos en la solución de electrospinning como un 0,5%-w/v como máximo, y sus pesos
moleculares bajos (643,57 y 2615 g/mol, respectivamente) imposibilitan la formación de
fibras. Se ha de pensar, que el PLA forma la fibra y las drogas quedan distribuidas en las
fibras. En este sentido, es el peso molecular y la concentración de PLA en la solución, la que
principalmente condiciona la formación de fibras durante el proceso de electrospinning.
Dado que el disolvente es una variable que afecta a las características de las fibras
obtenidas, se realizó un estudio previo de solubilidad de los fármacos en diferentes
disolventes. Se ha seleccionado uno que pueda disolver el PLA y que cuando sea mezclado
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con las disoluciones de CHX y PHMB mantenga sus características electrohilables. En la
tabla 5-1 se muestran los resultados de las pruebas de solubilidad para CHX y PHMB.
Se ha comprobado la validez de estos resultados hasta unas concentraciones de 5 mg/mL
para la CHX y 2,5 mg/mL para la PHMB, ya que son las concentraciones máximas con las
que se ha trabajado en este PFC.
Con estas pruebas observamos que el único solvente capaz de disolver polímero y
fármacos era el ácido fórmico, se decidió entonces disolver previamente la droga en una
pequeña cantidad de ácido fórmico (evitando así manipular grandes cantidades de un
disolvente altamente corrosivo como el ácido fórmico) para después ponerlo en la disolución
principal de PLA con acetona-cloroformo. Así, las disoluciones electrohilables fueron
preparadas de la siguiente manera:
Se disuelve la granza de PLA en 9 mL de una mezcla Acetona-Cloroformo 1:2 (v/v)
durante 1 día a 37 ºC y en agitación.
La CHX o el PHMB se disuelven en 1mL de ácido fórmico previamente a ser usados.
Se realiza la mezcla PLA-fármaco. Para ello, la disolución de fármaco es añadida a
la disolución de PLA. La mezcla se homogeniza por agitación en un vórtex. Luego se
carga en la jeringa e inmediatamente se inicia el electrospinning.
De esta manera se consigue una disolución homogénea disminuyendo al máximo la
exposición del PLA y fármacos al ácido fórmico evitando su deterioro frente al ácido. Cabe
destacar que se hicieron pruebas con DMSO para disolver los fármacos, pero estas
disoluciones precipitaban al añadirlas a la disolución de PLA con acetona-cloroformo.
Siendo el objetivo de este proyecto producir fibras de diámetro micrométrico, nos basamos
en anteriores publicaciones escogiendo una concentración de PLA del 10 % (w/v) [29].
Otro punto importante es seleccionar la concentración de fármaco, ya que la cantidad de
fármaco en la disolución electrohilable limita la obtención de fibras, porque modifica las
CHX PHMB PLA
Agua No Soluble Soluble No soluble
Acetona/Cloroformo 1:2 (v/v) Soluble No Soluble Soluble
Etanol No Soluble Soluble No soluble
DMSO Soluble Soluble No soluble
Ácido Fórmico Soluble Soluble Soluble
Tabla 5-1. Pruebas de solubilidad para la selección de disolventes de PLA, CHX y PHMB
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propiedades de las disoluciones del polímero (p.e. puede modificar la viscosidad, las
características electrostáticas de la disolución, etc.). Por encima de concentraciones de 0,5
% (w/v) para la CHX y 0,25 % (w/v) para la PHMB no se obtuvieron fibras debido a la
elevada viscosidad de la mezcla. Una disminución de la concentración del PLA para
disminuir la viscosidad de la mezcla PLA-fármaco condiciona la obtención de nanofibras, en
las cuales los fármacos pueden quedar dispuestos de manera muy superficial perdiendo la
opción de realizar una liberación controlada de los mismos puestos que serían liberados tipo
burst.
Se escoge trabajar con una única concentración de CHX (0,5 % w/v) ya que existen
artículos de electrofibras cargadas con CHX [64]. Así, en este estudio, las fibras cargadas con
CHX son usadas como referencias o controles positivos puesto que la CHX es la forma
monomérica del PHMB. A partir de la máxima concentración de PHMB con la que podíamos
trabajar (debido a la solubilidad de la mezcla PLA-fármaco que se ha comentado
anteriormente) se ha realizado una batería de concentraciones (desde 0,25 % a 0,02 % w/v)
para obtener un estudio de los efectos tipo dosis-respuesta. En esta selección de
concentraciones de PHMB también se ha incluido una concentración de 0,15 % (w/v) de
PHMB que corresponde a la de 0,5 % de CHX; particularmente, esta dosis de PHMB nos
permite una comparación directa en base a equivalencia por unidades constitutivas
repetidas en la CHX y el PHMB. De esta manera se eligieron las siguientes
concentraciones, comprendidas en un rango de 0,02-0,25% de PHMB, para ser mezcladas
con PLA y optimizar la obtención de electrofibras:
PLA 10 % con CHX 0,5 %
PLA 10 % con PHMB 0,02 %
PLA 10 % con PHMB 0,075 %
PLA 10 % con PHMB 0,15 %
PLA 10 % con PHMB 0,25 %
5.1.2. Condiciones óptimas de electrohilado
Las disoluciones de PLA y de las mezclas PLA-CHX y PLA-PHMB se sometieron a
electrospinning, y en todos los casos se ensayaron diferentes condiciones operacionales del
proceso para obtener fibras de “calidad”. Esto se refiere a la obtención de fibras sin defectos
como son los beads (gotas de polímero sin estirar para formar fibras), ausencia de partículas
tipo esferas, y fibras homogéneas en cuanto a su diámetro.
En la figura 5-1, a modo de ejemplo gráfico, se muestra una secuencia de optimización para
la mezcla de PLA 10 % con CHX 0,5 %. El proceso de optimización de la obtención de
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electrofibras es realizado mediante microscopía óptica porque así tras la rápida observación
y evaluación de los resultados del electrospinning se pueden tomar las decisiones para
seleccionar o cambiar los parámetros operacionales del electrospinning.
En la tabla 5.2 se muestran los parámetros operacionales seleccionados como óptimos para
la obtención de microfibras a partir de las mezclas estudiadas. Los parámetros
operacionales óptimos de electrospinning fueron los mismos para todas las mezclas de
PLA-PHMB (tabla 5-2). Dado que las electrofibras obtenidas para todas las mezclas PLA-
PHMB fueron producidas bajo las mismas condiciones operacionales, también el PLA al
10% (w/v) sin PHMB fue electrohilado en estas mismas condiciones (ver PLA 10 %* en la
tabla 5-2). Sin embargo, las fibras de PLA al 10 % (w/v) obtenidas en estas condiciones
fueron una población muy heterogénea en cuanto a su diámetro (esto será explicado
detalladamente más adelante). De esta forma, estas fibras de PLA fueron producidas a
modo comparativo pero no se consideraron óptimas. Finalmente, las condiciones
optimizadas para el electrospinning del PLA fueron diferentes en comparación al PLA-
PHMB. En este sentido, es claro que el contenido de PHMB o CHX en la disolución modifica
la morfología y diámetro de las fibras (tal como se explicará más adelante).
Figura 5-1.Secuencia de optimización de los parámetros operacionales de electrospinning
para la obtención de electrofibras a partir de la mezcla PLA-CHX
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La temperatura y humedad ambiental son variables que como anteriormente se ha explicado
pueden afectar a las fibras obtenidas mediante electrospinning, por ello las mezclas se han
mantenido a una temperatura de 37 ºC y en agitación hasta antes de realizar el
electrospinning.
5.2. Caracterización de las fibras
5.2.1. Análisis mediante microscopía óptica
El microscopio óptico (MO) no es una técnica útil para una caracterización cuantitativa de las
fibras electrohiladas por el tamaño reducido del diámetro de las fibras, y además, por el
borde birrefrigente observado en toda la longitud de las fibras, lo cual imposibilita delimitar
los límites para determinar la medida del diámetro. A pesar de ello, es un equipo idóneo
para una caracterización inicial e inmediata de las fibras in-situ. De esta manera se toman
decisiones para realizar los cambios de los parámetros operacionales, y rápidamente se
pueden determinar las diferencias que éstos provocan en la forma, tamaño u homogeneidad
de las fibras. La figura 5-2 muestra las imágenes de microscopia óptica para las mezclas
PLA, PLA-CHX y PLA-PHMB estudiadas en las condiciones óptimas.
Tabla 5-2. Condiciones óptimas de electrospinning para las muestras PLA-CHX, PLA-
PHMB. PLA 10 %* es PLA en condiciones de carga de fármaco
Figura 5-2 Fotografías de microscopía óptica. a) PLA, b) PLA-CHX 0,5 %-w/v, c) PLA-PHMB
0,25 %-w/v, d) PLA-PHMB 0,15 %-w/v, e) PLA-PHMB 0,075 %-w/v, f) PLA-PHMB 0,02
%-w/v
Sample Voltage (kV) Rate (mL/h) Distance (cm)
PLA 10% 15 5 12,5
PLA 10%* 20 4 24,5
PLA 10% CHX 0,5% 20 4 24,5
PLA 10% PHMB 0,25% 20 4 24,5
PLA 10% PHMB 0,15% 20 4 24,5
PLA 10% PHMB 0,075% 20 4 24,5
PLA 10% PHMB 0,02% 20 4 24,5
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5.2.2. Morfología determinada mediante SEM
Para el estudio de la morfología de las fibras electrohiladas se ha utilizado el SEM. Esta
técnica nos permite observar en detalle la superficie de las fibras para poder determinar
diferentes características como la rugosidad, porosidad y presencia de canales o grietas en
las mismas. La figura 5-3muestra imágenes detalladas de todas las fibras electrohiladas. En
este trabajo se ha observado que la superficie de las fibras de PLA fueron rugosas y con
poros, confirmando así la morfología descrita en la bibliografía para el PLA y que indica la
presencia de rugosidades y poros en las m [33] [39]. La misma morfología fue observada para
las fibras cargadas con CHX. En cambio, las fibras de PLA cargadas con PHMB mostraron
una superficie lisa, esto fue observado en todas las mezclas de PLA-PHMB, incluso aunque
el porcentaje de PHMB fuese muy bajo.
5.2.3. Diámetros de las fibras
Las imágenes obtenidas por la técnica SEM también fueron utilizadas con fines cuantitativos
para realizar el análisis de las distribuciones de diámetros de las fibras. El diámetro medio
Figura 5-3. Microfotografía SEM. a) PLA, b) PLA-CHX 0,5 %-w/v, c) PLA-PHMB 0,25 %-w/v,
d) PLA-PHMB 0,15 %-w/v, e) PLA-PHMB 0,075 %-w/v, f) PLA-PHMB 0,02 %-w/v
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de las fibras es una medida que informa sobre la homogeneidad de las fibras en el paño
(mat o electrospun). Para ello, se midieron los diámetros de un número significativo de fibras
para cada mezcla. Una buena estadística de la distribución de diámetros se consigue
realizando entre 50-100 medidas, evitando medir repetidamente la misma fibra, y midiendo
los diámetros de fibras de diferentes zonas del mat. En este estudio las medidas fueron
realizadas utilizando el programa Smart Tiff de libre distribución (Carl Zeiss Smart Tiff). Los
valores medidos fueron tratados mediante el programa Origin (Origin Pro v8. Microcal) que
permite analizar la distribución de diámetros y realizar las representaciones gráficas de estas
distribuciones. En la figura 5-4 se muestran microfotografías (imágenes SEM) de las fibras
junto con el gráfico del análisis de su distribución de diámetros, donde claramente se puede
observar la distribución unimodal en todos los casos, lo cual es indicativo que las fibras
obtenidas fueron electrohiladas bajo condiciones operacionales óptimas (ver tabla 5-2).
Figura 5-4. Distribuciones de diámetros. a) PLA, b) PLA-CHX 0,5 %-w/v, c) PLA-PHMB 0,25 %-
w/v d) PLA-PHMB 0,15 %-w/v, e) PLA-PHMB 0,075 %-w/v, f) PLA-PHMB 0,02 %-w/v
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En la figura 5-5 se muestra una microfotografía de las fibras de PLA* correspondiente al PLA
electrohilado en las mismas condiciones que las mezclas de PLA-CHX y PLA-PHMB, se
puede observar la heterogeneidad de los diámetros de las fibras. La población de fibras
tiene una distribución de diámetros con dos máximos diferenciados y que corresponden a
valores de 800 y 1500 nm aproximadamente. Esta distribución bimodal de diámetros indica
claramente que las condiciones operacionales del electrohilado no son adecuadas para la
disolución de PLA (ver tabla 5-2). En esta situación se establece la necesidad de ajustar
para cada disolución electrohilada sus propios parámetros operacionales.
Como observamos en la tabla 5-3 el diámetro obtenido para las fibras de PLA está por
debajo de lo esperado para la concentración de PLA al 10 % (w/v). Según la bibliografía el
PLA al 10 % (w/v) tiene un diámetro promedio alrededor de 2 µm [29], ésta disminución del
diámetro se debe al uso de ácido fórmico en la disolución del PLA para que las condiciones
de trabajo fueran lo más parecidas posible para todas las mezclas, siendo así comparativas.
Puntualizar que el ácido fórmico no está hidrolizando el PLA sino que cambia la tensión
superficial y las polaridades, debido a esto se producen las variaciones en el diámetro de las
fibras [34]. También se puede observar que la presencia de biguanida tanto la forma mono-
como poli- afecta al diámetro reduciendo las fibras respecto al PLA sin cargar. Cabe
destacar que esta disminución de diámetro no es solo debida a la presencia de biguanida,
sino que las condiciones de electrospinning también afectan significativamente al diámetro
de las fibras, ya que, aunque las matrices de PLA* se descartan por la heterogeneidad en la
distribución de diámetros, éstas tienen uno de los máximos aproximadamente alrededor de
800nm (ver figura 5-5).
Figura 5-5. Microfotografía SEM y distribución de PLA 10 % en condiciones de 20 kV; 24.5
cm y 4 mL/h. (condiciones óptimas para el electrohilado de mezclas PLA-PHMB
Pág. 62 Memoria
5.2.4. Análisis por espectroscopía infrarroja
Mediante la técnica de espectroscopía infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) se ha
comprobado de forma cualitativa la presencia de los biocidas CHX y PHMB en las fibras de
los mats o paños. En la figura 5-6 se muestran los espectros correspondientes a CHX y
PHMB en polvo.
Sample Ø (nm)
PLA 10% 1565 ± 22,01
PLA 10%* 756 ± 79,521350 ± 54,80
PLA 10% CHX 0,5% 627 ± 3,50
PLA 10% PHMB 0,25% 610 ± 6,15
PLA 10% PHMB 0,15% 595 ± 4,40
PLA 10% PHMB 0,075% 589 ± 3,35
PLA 10% PHMB 0,02% 565 ± 2,26
Tabla 5-3. Diámetros de las fibras obtenidas
Figura 5-6. Espectros FTIR de CHX y PHMB en polvo
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En la figura 5-6, las flechas indican las distintas bandas que se encuentran entre 1450-1550
cm-1 y corresponden a las aminas que caracterizan la biguanida. Para la CHX se marca una
banda a 1468 cm-1 que corresponde al C=N stretching y a 1535 cm-1 que corresponde al
enlace N-H que se caracteriza por ser una banda de intensidad fuerte [59]. En el caso de
PHMB las bandas están en regiones cercanas a 1490 cm-1 para los enlaces C=N y en 1537
cm-1 para los N-H [50]. Estas bandas son usadas para demostrar de forma cualitativa la
presencia de las biguanidas en las fibras obtenidas de las mezclas de PLA-CHX y PLA-
PHMB, tal como se muestra en la figura 5-7.
En la figura 5-7 las flechas indican la presencia de las bandas correspondientes a la CHX y
PHMB que anteriormente fueron descritas (ver figura 5-6). Además, en estos espectros se
puede destacar la presencia de las bandas más características del PLA: 1750 cm-1 –C=O
Figura 5-7. Espectros FTIR correspondientes a las fibras de electrospinning de PLA, PLA
cargado con CHX (PLA-CHX) y PLA cargado con 0,25 % (w/v) de PHMB (PLA-PHMB)
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stretching, en 1449 cm-1 –CH3 bending, en 1181 cm-1 –C-O-C- vibration y en 1083 cm-1 –C-O
[65].
Según bibliografía, los grupos biguanida incorporan múltiples lugares que pueden donar o
aceptar puentes de hidrogeno, de este modo, se puede proponer que la presencia de
grupos biguanida en las mezclas con el PLA podrían formar enlaces tipo puente de
hidrogeno entre ellos [18].
Así, para demostrar la presencia de estos puentes de hidrógeno se prepararon blends de
diferentes concentraciones de PLA y PHMB y se procedió a su análisis mediante
espectrometría FTIR. Los resultados se muestran en la figura 5-8, donde se comparan los
espectros IR del PLA puro (100:0), de las mezclas PLA:PHMB 80:20, 50:50 y 20:80, así
como el del PHMB puro (0:100).
Figura 5-8. Espectros FTIR de blends de PLA:PHMB. La línea punteada marca la banda
correspondiente al éster a 1750 cm-1
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Las interacciones entre polímero y fármaco debidas a puentes de hidrógeno deberían
observarse en un desplazamiento de la banda correspondiente al C=O (banda a 1750 cm-1)
[1], como muestra la figura 5-8 en el caso de los blends estudiados los cambios que se
observan son únicamente debidos a las diferentes composiciones de PLA y PHMB entre un
blend y otro. En consecuencia y dentro de la resolución de la espectroscopía IR, podemos
afirmar que no se forman puentes hidrogeno entre PLA y PHMB.
5.2.5. Análisis térmico por calorimetría diferencial de barrido (DSC)
Las calorimetrías realizadas a las fibras PLA, PLA-CHX y PLA-PHMB, se registraron
siguiendo un protocolo establecido que implica cuatro barridos (ver figura 5-9). En el primer
calentamiento, realizado a 20 ºC/min, se obtiene información acerca de la fusión de la
muestra. Ésta se manifiesta en un pico endotérmico con subida más o menos gradual y
regular, según la naturaleza e historia térmica de la muestra, y una bajada brusca hasta
restablecer la línea base.
Después de la fusión, si se recupera y mantiene la línea base, es señal de que el material es
estable durante la fusión y a temperaturas algo superiores a ésta. Esta propiedad es
importante, pues indica que el material puede ser procesado por fusión. Si por el contrario,
aparecen otros picos, es indicio de que el material analizado no es estable y que sufre un
proceso de descomposición simultáneo o posterior a la fusión.
Figura 5-9. Curvas de DSC representativas de los 4 barridos térmicos realizados en los
ensayos
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Inmediatamente después de la fusión se procede al enfriamiento lento de la muestra (10
ºC/min) para observar la cristalización del fundido (2º barrido). Este enfriamiento lento tiene
por objetivo observar un pico exotérmico que aparece cuando se produce la cristalización
del material; el área del pico indica la cantidad de fundido que cristaliza.
Los barridos 2, 3 y 4 se realizan en un rango de temperaturas comprendido entre -50 ºC y
algo por encima de la temperatura de fusión, con el objetivo de determinar la temperatura de
transición vítrea.
En la figura 5-10 se muestran los resultados del primer barrido para las mezclas de fibras de
PLA, PLA-CHX 0,5 % y PLA-PHMB 0,25 % (el resto de concentraciones de PHMB no se
muestran porque se obtenían los mismos resultados que para esta concentración). En dicha
figura se observa que la presencia de biguanida ya sea en monómero o polímero no afecta
en las temperaturas características del PLA que se mantienen alrededor de 58 ºC para la
temperatura de transición vítrea y 146,5 ºC para la temperatura de fusión.
En la tabla 5-4 se recogen los valores numéricos obtenidos en el análisis calorimétrico de las
fibras. La incorporación de CHX y PHMB en las fibras no afecta a la temperatura de fusión
(Tm) ni a la temperatura de transición vítrea (Tg). Los valores de ΔHmPLA aumentan con la
incorporación de la CHX o PHMB. Esto puede ser debido a que las fibras que incorporan
tanto CHX como PHMB tienen un diámetro menor en comparación a las de PLA puro. Así,
la orientación molecular en el caso PLA-CHX y PLA-PHMB es mayor y por lo tanto facilita la
Figura 5-10. Curvas de DSC para el primer barrido térmico de las fibras de PLA, PLA-CHX
0,5 %- w/v y PLA-PHMB 0,25 %- w/v
Andamios temporales basados en mezclas de poliláctico-polibiguanida: material con actividad antibacteriana Pág. 67
cristalización. En cuanto a la temperatura de fusión se mantiene alrededor de los 150 ºC
para las fibras que contienen biguanidas de manera comparable a las fibras de PLA o
granza de PLA.
5.2.6. Ángulos de contacto
Para determinar la hidrofobicidad de las fibras electrohiladas se han realizado ensayos de
ángulo de contacto mediante el equipo Data Physics OCA 15. En estos ensayos se han
medido los ángulos de contacto entre una gota de agua y los diferentes scaffolds de PLA,
PLA-CHX y PLA-PHMB. Los resultados se muestran en la figura 5-11.
En la figura 5-11a, claramente se puede observar diferencias significativas (p0,05) entre las
fibras de PLA-CHX y PLA-PHMB con respecto a las fibras de PLA sin carga. Así, las fibras
cargadas con biguanidas tienen mayor ángulo de contacto que las fibras de PLA sin carga
Sample Tg (ºC) ∆Cp (J/g ºC) Tc (ºC) ∆Hc (J/g) Tm (ºC) ∆Hm (J/g) ∆Hm-∆Hc (J/g) Xc
PLA0 60,0 0,62 - - 149,8 33,4 33,4 0,32
PLA 58,7 0,61 113,4 19,8 146,6 20,1 0,3 0,01
PLA-CHX 0,5% 58,5 0,61 110,6 19,9 146,7 24,3 4,4 0,04
PLA-PHMB 0,02% 58,8 0,61 107,9 16 146,5 25,3 9,3 0,09
PLA-PHMB 0,075% 58,5 0,57 103,4 15,2 146 24,6 9,4 0,09
PLA-PHMB 0,15% 58,6 0,58 98,5 12,6 147,7 24,9 12,3 0,12
PLA-PHMB 0,25% 58,4 0,57 108,4 21,3 146,6 24,7 3,4 0,03
Tabla 5-4. Parámetros calorimétricos de las mezclas PLA0 (pellet), PLA, PLA-CHX y PLA-
PHMB
Figura 5-11. a) Ángulos de contacto para los diferentes mat de PLA, PLA-CHX y PLA-PHMB
(* p0,05 vs. PLA sin carga, Tukey Test); b) Correlación entre ángulo de contacto
y la concentración de PHMB en las matrices
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de biguanidas. Este resultado es interesante porque siendo el PHMB muy hidrofílico su
localización en las fibras favorece la exposición de la parte más hidrofóbica del PLA. En la
figura 5-11b se muestra la correlación entre el aumento del ángulo de contacto (es decir,
superficies con mayor hidrofobicidad) y el contenido de PHMB cargado en las fibras de la
matriz. De esta manera se determina que a mayor concentración de PHMB mayor será la
hidrofobicidad de la superficie de las fibras en la matriz obtenida. En la figura 5-12 se
muestran las fotos de las gotas de agua depositadas sobre las superficies de las matrices
cargadas con PHMB. Estas imágenes sirven para ilustrar el gran ángulo de contacto que se
establece en las electrofibras de mezclas PLA-PHMB.
5.3. Liberación de CHX y PHMB en medios de distinta
hidrofobicidad
5.3.1. Mecanismo de liberación
En este proyecto se ha estudiado la liberación del PHMB incorporado en las fibras de PLA
electrohiladas. La liberación del PHMB fue comparado con la liberación de la CHX contenida
en las fibras de PLA utilizadas como control. Para ello se llevaron a cabo experimentos
sumergiendo las matrices de un peso aproximado de 20 mg en frascos cerrados de 50 mL.
Estos frascos se mantuvieron a una temperatura de 37 ºC en una estufa (Grant Bio ES 20)
con agitación orbital constante a 80 rpm. Las liberaciones se realizaron en medios de
distintas hidrofobicidades. Como medio hidrofílico se utilizó una disolución acuosa basada
en un tampón fosfato salino (PSB) a pH 7,4. Como medios hidrofóbicos se usaron mezclas
de PBS-Etanol, siendo el contenido de etanol del 10, 50, 70 y 90 % v/v. Los diferentes
contenidos de etanol manejan de forma directamente proporcional la hidrofobicidad del
medio de liberación.
Figura 5-12. Medida de los ángulos de contacto por el método de la gota sentada. Gota de
agua sentada en el mat de PLA-PHMB 0,15 % w/v (a) y PLA-PHMB 0,25 % w/v (b)
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Cabe decir que de todos los medios preparados con PBS y distintos porcentajes de etanol,
solo el porcentaje de 70 % de etanol fue rutinariamente usado. La razón de esta elección fue
debida a que con las distintas mezclas de PBS-Etanol obtuvimos aproximadamente la
misma cantidad máxima de biguanida liberada como se observa en la figura 5-13.
La concentración de biguanida y polibiguanida liberada se determinó mediante
espectroscopia UV. La figura 5-14, muestra el espectro UV de las biguanidas en los dos
medios distintos. A partir del espectro característico hemos escogido la longitud de onda
adecuada, y las medidas a cada una de estas frecuencias fueron utilizadas para su
cuantificación en una curva patrón preparada en el respectivo medio de liberación (PBS y
PBS-Etanol 70 %). LA CHX se cuantificó usando  a 252 nm y 261 nm para PBS y PBS-
Etanol, respectivamente. El PHMB fue cuantificado por las medidas de las absorbancias
usando  a 234 nm y 236 nm para PBS y PBS-Etanol, respectivamente. Las diferentes
curvas de calibración para llevar a cabo la cuantificación de las biguanidas se muestran en
la figura 5-15.
Figura 5-13.Liberación del PHMB desde fibras PLA-PHMB 0,25 % w/v en diferentes medios
PBS-Etanol a) Medidas puntuales de la liberación de PHMB en PBS-Etanol;
b) Ajustes de liberación de PHMB en PBS-Etanol
Figura 5-14. Espectros UV-vis del PHMB y CHX en el medio de liberación hidrofílico (PBS)
y hidrofóbico (PBS-Etanol)
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En el caso del PHMB se trabajó únicamente con las matrices cargadas al 0,25 %-w/v ya que
por debajo de esta concentración, las matrices cargadas con PHMB liberan cantidades muy
pequeñas de PHMB que no son cuantificables por la espectroscopía UV-Vis. Los resultados
de la liberación de CHX y PHMB en PBS se muestran en la figura 5-16, se observa que la
CHX alcanza un 60 % de liberación mientras que la PHMB no alcanza más de un 10 %.
Esas diferencias pueden ser debidas al tamaño de las moléculas incorporadas en las
matrices de PLA. El mayor tamaño del PHMB puede restringir su salida desde la matriz de
PLA, y esto ocurre a pesar de que el PHMB es soluble en agua. Para comprender la
liberación del PHMB en el medio hidrofílico se debe considerar el número de unidades
repetitivas de biguanida y la hidrofobicidad del PLA, que hace que la difusión o
particularmente el movimiento de reptación de la molécula de PHMB entre los poros de la
fibras de PLA sea más restringida, en cambio, la CHX al ser una molécula pequeña tiene
mayor facilidad de movimiento entre las lamelas de PLA, y así puede liberarse al medio en
tiempos más cortos.
Figura 5-15. Curvas de calibrado para CHX y PHMB en PBS y PBS-Etanol 70 %
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En la siguiente figura 5-17 se muestran los resultados de la liberación de CHX y PHMB en
una mezcla de PBS-Etanol 70 %-v/v, este medio de liberación puede considerarse
hidrofóbico. En la figura 5-17 se observa un aumento considerable de la liberación de PHMB
debido a que el etanol hincha las fibras del PLA facilitando la difusión del PHMB en el medio;
mientras que, la liberación de CHX es similar en ambos medios. En este medio el PHMB
alcanza casi un 80 % de liberación.
Figura 5-16. Liberación de CHX y PHMB en el medio hidrofílico (PBS)
Figura 5-17. Liberación CHX y PHMB en el medio hidrofóbico (PBS-Etanol 70 %-v/v)
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Para comprobar el hinchamiento del PLA debido al etanol se ha realizado un ensayo en el
que se sumergió un mat de PLA-PHMB 0,25 % en PBS-Etanol 70 % durante 24 horas y
posteriormente se procedió a fijar el mat con glutaraldehído (evitando así la pérdida de
etanol durante el análisis de las fibras) para finalmente realizar una micrografía SEM. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 5-18. Se observa como el diámetro de las
fibras ha aumentado de forma significativa, las fibras hinchadas por el etanol tienen un
diámetro promedio de 1500 nm. Este valor es aproximadamente el doble del diámetro inicial
de 750 nm. Asimismo, la distribución del diámetro de las fibras es unimodal en ambos
casos, esto estaría indicando que todas las fibras fueron hinchadas de manera homogénea.
Además, la morfología de las fibras hinchadas por etanol muestra cambios, en la figura 5-
18b se observa una microfotografía en detalle de las fibras de PLA-PHMB 0,25 %-w/v
después de la extracción de PHMB en PBS-Etanol 70 %, se observa como el aspecto de la
fibra deja de ser liso como era antes de la extracción (figura 5-18c), y se convierte en una
fibra con pliegues a manera de rugosidades.
Figura 5-18. Microfotografías SEM. a) PLA-PHMB 0,25 %-w/v Post-Extracción PBS-Etanol
70 %-v/v y distribución de diámetros; b) detalle PLA-PHMB 0,25 %-w/v Post-
Extracción en PBS-Etanol 70 %-v/v;  c) detalle PLA-PHMB 0,25 %-w/v
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5.3.2. Cinética de liberación
Para explicar el proceso de liberación de las biguanidas desde la matriz de PLA se ha
realizado un ensayo de liberación controlada en el que se cambiaba el medio de liberación
cada 2,5 horas. Este ensayo sirvió para estudiar si durante el proceso de liberación del
PHMB en PBS-Etanol 70 %-v/v se producía un equilibrio evitando así la liberación total de
las biguanidas. En la figura 5-19 se muestran los resultados de dicho ensayo donde se
observa claramente como el proceso alcanza un equilibrio en el que no es posible la
liberación de mayor cantidad de PHMB si no se realiza un cambio de medio. La renovación
del medio lleva a un nuevo proceso de equilibrio de iguales características cinéticas que el
anterior, pero con niveles más bajos de liberación. Si en la primera liberación se alcanza un
75 % (es decir queda un 25 % de PHMB cargado en la matriz); luego, en la segunda
renovación del medio de liberación, el equilibrio alcanza un 75 % del PHMB respecto al que
quedaba (25 % del PHMB en la matriz), y así sucesivamente se pueden ir construyendo un
número de infinitas cinéticas de liberación a manera de pasos de liberación. Esto nos indica
que para alcanzar liberaciones cercanas al 100 % se tendrán que realizar diversas
renovaciones de medio y que la liberación será cada vez menor a nivel absoluto.
A partir de los gráficos de porcentaje de biguanidas liberadas en el medio en función del
tiempo de liberación (p.e. ver figura 5-16 y 5-17) se ha podido determinar las cinéticas de
liberación de biguanidas en los dos medios de liberación (PBS o medio hidrofílico, y PBS-
Etanol o medio hidrofóbico). Para realizar el análisis de las cinéticas de liberación (tabla 5-5)
se han utilizado los modelos de Higuchi y de primer orden propuestos para la liberación
controlada de fármacos desde una matriz polimérica. El modelo de Higuchi explica la
liberación inicial en el rango de 0-60 %, mientras que el modelo de primer orden explica la
Figura 5-19. Liberación de PHMB desde matrices de fibras de PLA-PHMB 0,25 %-w/v. Se
observa que con cada cambio de medio ocurre una nueva cinética de liberación
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liberación en el rango del 40-100 %, de esta forma, ambos modelos son complementarios
para el análisis completo de la liberación de un fármaco desde una matriz polimérica.
En el caso de la CHX observamos que las constantes de Higuchi son similares en ambos
medios, lo cual indica que la liberación se está produciendo con similares velocidades
iniciales; por ejemplo, durante la primera hora de liberación en PBS se libera
aproximadamente el 40 % y en PBS-Etanol el 30 % (ver figuras 5-16 y 5-17,
respectivamente). Sin embargo, las constantes de primer orden indican claramente que la
cantidad de CHX liberada en el medio hidrofóbico ocurre de manera más rápida, pero en
ambos casos se llega casi a la misma liberación máxima alrededor del 50 % de PHMB. La
conclusión de estos resultados, es que la CHX se libera desde las fibras de PLA de igual
forma tanto sea que la liberación se realice en un medio hidrofóbico o hidrofílico.
Por el contrario, la liberación de PHMB tiene un comportamiento diferencial dependiente de
la hidrofobicidad del medio de liberación. El PHMB liberado en PBS (medio hidrofílico) se
observa una alta constante de liberación (constante de Higuchi), lo cual explica que el
PHMB se libera rápidamente, esta porción del PHMB liberado correspondería al que está
ocupando los lugares más superficiales en las fibras y corresponde al 10 % del PHMB
cargado en las fibras (ver figura 5-16). Luego, la velocidad de Primer Orden es mucho más
baja que la inicial, y explicaría que la liberación ha alcanzado el equilibrio y se mantiene con
un máximo de liberación del 10 % del PHMB cargado en las fibras.
La liberación del PHMB desde la matriz de PLA ocurre en medios hidrofóbicos alcanzando
valores máximos alrededor del 80 % del PHMB cargado (ver figura 5-13). Las constantes de
Higuchi indican claramente una dependencia de la velocidad inicial con el grado hidrofóbico
del medio de liberación, el cual ha sido manejado por los diferentes porcentajes de etanol
Higuchi First Order
KH (h0,5) r K1 (h0,5) r
PHMB
PBS 1x 0,9847 0,9744 0,5662 0,9758
PBS-EtOH 10% 0,5266 0,9714 0,6791 0,9729
PBS-EtOH 50% 0,7976 0,9621 0,6755 0,9560
PBS-EtOH 70% 1,0168 0,9734 0,7562 0,9964
PBS-EtOH 90% 1,0275 0,9689 0,8242 0,9919
CHX PBS 1x 0,6086 0,9898 0,7370 0,9818PBS-EtOH 70% 0,5983 0,9562 1,1486 0,9810
Tabla 5-5. Parámetros cinéticos para la liberación de CHX y PHMB en los medios PBS y
PBS-Etanol 70 %-v/v (medio hidrofílico e hidrofóbico, respectivamente)
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con que ha sido suplementado el medio de liberación. La presencia de etanol en el rango
del 70-90 % condiciona una máxima velocidad inicial en la cinética de liberación; así, las
cinéticas de liberación en PBS-Etanol al 70 % y 90 %-v/v tienen iguales velocidades de
Higuchi (1,2 h0,5). Luego, las velocidades de primer orden son similares a la Higuchi cuando
la hidrofobicidad es baja y corresponde al rango del 10-50 % de etanol presente en el medio
de liberación. Esto indica, que en medios con baja o mediana hidrofobicidad el proceso de
liberación podría ocurrir con una velocidad constante hasta alcanzar el máximo de
liberación. Por el contrario, cuando la liberación se realiza en un medio muy hidrofóbico, la
velocidad de primer orden es baja puesto que la liberación inicial ha sido muy alta, y la
cantidad de PHMB que falta por liberar para alcanzar el máximo de liberación es un
remanente muy pequeño (ver figura 5-13). La conclusión de estos experimentos de
liberación es que para manejar una liberación controlada y prolongada de PHMB desde la
matriz de PLA se requiere un medio muy poco hidrofóbico.
5.4. Ensayos biológicos de actividad antibacteriana
El PHMB es un antibacteriano de amplio espectro, su seguridad y eficacia contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas se encuentra bien documentado. El efecto antibacteriano
del PHMB liberado desde las matrices de microfibras fue determinado por inhibición del
crecimiento bacteriano en caldo de cultivo.
5.4.1. Efecto antibacteriano del PHMB cargado en las matrices de PLA
La actividad antibacteriana del PHMB cargado en las matrices de fibras de PLA fue
determinada por su efecto sobre el crecimiento bacteriano y su efecto para inhibir la
adhesión de las bacterias en las matrices. Además, estos efectos fueron evaluados en dos
tipos de bacterias, Escherichia coli y Micrococcus luteus, que fueron utilizadas como
modelos representativos de los grupos Gram-negativo y Gram-positivo, respectivamente.
En la figura 5-20 se muestran las curvas de crecimiento para E.coli y M.luteus y el efecto
que tiene el PHMB cargado en las fibras. Claramente, se observa que las matrices de PLA
cargadas con 0,15 y 0,25 %-w/v de PHMB producen una total inhibición del crecimiento (<1
%) de ambas bacterias al final de las primeras 24 horas de cultivo. Este efecto inhibitorio fue
similar al producido por la clorhexidina al 0,5 %-w/v cargada en las fibras de PLA, y usada
como control positivo para el ensayo antibacteriano. Asimismo, es notorio en la figura 5-20
que el efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano en estas dosis no ocurre inicialmente, las
bacterias en presencia de estas matrices tiene la capacidad de mantenerse viables durante
la fase de latencia (4-5 horas) y entrar a la fase de crecimiento exponencial, y es durante
esta fase que las bacterias derivan hacia la muerte bacteriana por efecto del PHMB. En
ambos casos, la deriva ocurre entre las 7-8 horas de cultivo, cuando E.coli ha alcanzado el
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17-20 % de crecimiento, y M.luteus cerca del 50 % respecto a su control (crecimiento en
ausencia de matriz). Además, este momento de la deriva hacia la muerte bacteriana es
coincidente con el perfil de liberación del PHMB desde las matrices (ver figura 5-19).
Las dosis relativamente bajas de PHMB cargadas en las matrices (0,02 y 0,075 %-w/v)
también muestran efectos antibacterianos que son evidentes en la fase estacionaria de la
curva de crecimiento (máximo crecimiento). Los modelos logísticos ajustados para el
crecimiento de E.coli (figura 5-20a) evidencian un máximo de crecimiento del 91 ± 4 % para
el control, y para las matrices con cargas de PHMB de 0, 0,02 y 0,075 w/v-% fueron del 82 ±
3, 79 ± 3, y 70 ± 4 %, respectivamente. Así, una clara correlación inversamente proporcional
entre la carga de PHMB y el porcentaje de crecimiento máximo puede ser establecida para
bajas concentraciones de PHMB. De manera similar sucede para el caso de M.luteus (figura
5-20b), el control mostro un crecimiento máximo de 96 ± 4 %, y en presencia de las matrices
con cargas de PHMB de 0, 0,02 y 0,075 %-w/v, los crecimientos máximos fueron de 88 ± 8,
83 ± 4, y 76 ± 5 %, respectivamente. Estos resultados indicarían que el efecto antibacteriano
del PHMB cargado en las matrices de fibras de PLA tiene un comportamiento antibacteriano
dependiente de la concentración de PHMB.
Figura 5-20. Curvas de crecimiento de la bacteria Escherichia coli (A) y Micrococcus luteus
(B) en presencia de las matrices de microfibras de PLA cargadas con diferentes
concentraciones de PHMB
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5.4.2. Adhesión de bacterias en las microfibras de PLA cargadas con PHMB
La adhesión bacteriana a la superficie de los biomateriales de uso biomédico es un
importante punto de evaluación para determinar el posible comportamiento del material
frente a una eventual colonización bacteriana del material. Un material colonizado por
bacterias puede significar un foco recurrente de infección. En la figura 5-21a se muestran los
porcentajes de adhesión de E.coli y M.luteus sobre las microfibras de PLA cargadas con
diferentes concentraciones de PHMB. Los resultados se muestran de forma relativa a la
adhesión bacteriana producida sobre la superficie de la placa de poliestireno (Control).
Además, en el estudio se ha incluido un grupo de microfibras de PLA cargadas con
clorhexidina (Control positivo). Claramente, el control de CHX muestra una significativa
reducción del porcentaje de adhesión bacteriana a las matrices, las bacterias adheridas solo
correspondieron a cerca del 10 %. De igual forma, las matrices cargadas con alta
concentración de PHMB (0,15 y 0,25 %-w/v) muestran una severa reducción del número de
bacterias adheridas a la superficie, esto fue observado tanto para E.coli como para M.luteus.
Las matrices cargadas con concentraciones bajas de PHMB muestran en general una
disminución del número de bacterias adheridas al material. En el caso de E.coli, la adhesión
bacteriana corresponde al 84 % y 82 % para las cargas de 0,02 y 0,075 %-w/v de PHMB,
respectivamente. Estos porcentajes no mostraron diferencias con respecto a la adhesión
bacteriana sobre las microfibras de PLA sin carga de PHMB (89 % de adhesión para el
control). Sin embargo, en el caso de M.luteus se pueden observar porcentajes de adhesión
del 68 % y 54 % para las cargas de 0,02 y 0,075 %-w/v, respectivamente. Estos porcentajes
difieren significativamente (p<0,05) respecto al porcentaje de adhesión del 83 % para las
microfibras de PLA sin carga. Además, para estas dosis bajas se puede observar
diferencias entre los grupos de E.coli y M.luteus, siendo la adhesión de M.luteus
significativamente diferente a la de E.coli.
Estas diferencias entre ambos tipos de bacterias en relación a la adhesión bacteriana sobre
las microfibras cargadas con PHMB, pueden ser analizadas en un modelo de adhesión
dosis-dependiente (figura 5-21b). Como se observa en la figura 5-21b, una severa
disminución del porcentaje de adhesión bacteriano se produce en el rango de concentración
de PHMB de 0,075 a 0,15 %-w/v. La concentración inhibitoria de la adhesión bacteriana en
un 50 % (IC50) es un indicador de la mayor sensibilidad de M.luteus en comparación a E.coli;
así, en los modelos ajustados el IC50 para M.luteus fue de 0,092 %-w/v mientras que para
E.coli su IC50 fue mayor con un valor de concentración de PHMB de 0,118 %-w/v.
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En la figura 5-22 se muestran imágenes de las bacterias E.coli y M.luteus adheridas a las
fibras de las matrices de PLA cargadas con PHMB. Estas imágenes estarían evidenciando
las diferencias cuantitativas para la adhesión bacteriana que se han descrito anteriormente.
Figura 5-21. A) Adhesión de bacterias en las matrices de microfibras de PLA cargadas con
diferentes concentraciones de PHMB. PS, adhesión bacteriana a la placa de
poliestireno (control); CHX, matriz de PLA cargada con 0,5 %-w/v de clorhexidina
(control positivo). * p<0,05 vs. matriz de PLA sin PHMB (0 %-w/v), ANOVA-Tukey
test. ‡ p<0,05 entre ambos tipos de bacterias, t-Test. B) Curvas dosis-
dependiente para la inhibición de la adhesión bacteriana a las matrices de
microfibras de PLA cargadas con PHMB. IC50 corresponde a la concentración de
PHMB cargada en una matriz que sería capaz de inhibir la adhesión bacteriana
en un valor del 50 %
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Figura 5-22. Imágenes SEM de adhesión de bacterias E. coli y M. luteus en matrices de
PLA, PLA-CHX 0,5 %-w/v y PLA-PHMB en diferentes concentraciones
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5.5. Biocompatibilidad
La carga de las matrices de PLA con PHMB tiene por objeto proteger al tejido regenerado o
reparado de una eventual infección. En este sentido, es necesario evaluar la
biocompatibilidad del nuevo material medicado para establecer su correcta adaptación en el
tejido. Para ello, hemos utilizado el sistema de cultivo de líneas celulares y se ha evaluado
tanto la capacidad de las células para adherirse, asimismo su capacidad para proliferar
sobre las matrices cargadas con PHMB. Desde que los tejidos que pueden recepcionar
estas matrices son variados, los ensayos de biocompatibilidad fueron realizados en dos
líneas celulares de diferente morfología; así, la línea celular MRC5 es del tipo de
fibroblastos, mientras que MDCK es una línea celular del tipo epitelial.
En la figura 5-23a y b, se pueden observar los resultados de la adhesión celular de las
líneas MRC5 y MDCK, respectivamente. Como es habitual las matrices de fibras obtenidas
a partir de materiales biodegradables por su estructura 3D con presencia de poros permite
una mayor adhesión celular en comparación a la superficie de la placa de cultivo (control).
Esta observación es válida para ambos tipos celulares; sin embargo, las células del tipo
fibroblastos (MRC5) mostraron mayores porcentajes de adhesión en comparación a las
células de tipo epitelial (MDCK). En ambas líneas celulares, se puede observar que las
matrices de PLA cargadas con 0,25 %-w/v de PHMB fueron las que tuvieron menores
porcentajes de adhesión celular, lo cual puede ser explicado por un efecto citotóxico
producido por la alta concentración de carga de PHMB en las fibras.
Sin embargo, es claro que el mecanismo de citotoxicidad del PHMB debe ser diferente al
producido por su monómero clorhexidina, porque las matrices cargadas con clorhexidina
(PLA-CHX 0,5 %-w/v) usadas como controles, muestran mayor actividad citotóxica en
comparación a su equivalente con carga de PHMB (PLA-PHMB 0,15 %-w/v).
Por otro lado, una aparente mejora en la adhesión celular puede ser observada para el
rango 0,02-0,15 %-w/v de carga de PHMB, este hecho podría estar relacionado con el
aumento en la hidrofobicidad de la superficie de las matrices, tal como fue evidenciado por
el análisis de los ángulos de contacto de las matrices.
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Las figuras 5-23c y d muestran el crecimiento celular durante 96 horas de cultivo, los
resultados muestran la misma tendencia marcada inicialmente por la adhesión celular. Las
matrices de PLA y PLA cargadas con PHMB mostraron soportar un elevado número de
células, lo cual indicaría crecimientos más significativos (p<0,05) con respecto a su control y
a la matriz cargada con clorhexidina. Es evidente el reducido crecimiento celular en la matriz
de PLA cargada con 0,25 %-w/v de PHMB; sin embargo, el crecimiento sobre esta matriz es
comparable al control y al cargado con clorhexidina.
Estos resultados, permiten concluir que las nuevas matrices de PLA cargadas con el
polímero antibacteriano PHMB son scaffolds biocompatibles, que permiten la adhesión y
proliferación celular. En la figura 5-24 se muestran imágenes de SEM para evidenciar el
Figura 5-23. Biocompatibilidad de las matrices de PLA cargadas con diferentes
concentraciones de PHMB. CTRL placa de cultivo (control); CHX matriz cargada
con 0,5 %-w/v de clorhexidina (control positivo). a) Adhesión de células MRC-5;
b) adhesión de células MDCK; c) proliferación de células MRC-5; d) proliferación
de células MDCK. α (p<0,05) vs. CTRL; β (p<0,05) vs. CHX. ANOVA-Tukey Test
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crecimiento celular y la disposición de las células en las matrices formando monocapas de
células.
Figura 5-24. Imágenes SEM del crecimiento celular y disposición de células en las matrices
cargadas con PHMB formando monocapas de células
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Por otro lado, se ha de destacar a las matrices de microfibras como un elemento de
liberación controlada; en este sentido, las fibras pueden ser cargadas con cantidades de
drogas que superan ampliamente los valores citotóxicos de las mismas. En la figura 5-25 se
muestran los resultados de la evaluación citotóxica del polímero PHMB. Cuando PHMB fue
añadido a las monocapas de células de tipo fibroblastos se determinó que la concentración
citotóxica para reducir la población celular en un 50 % (CC50) fue cercana a 0,01 %-w/v
(figura 5-25a). Sin embargo, cuando las células fueron sembradas sobre la placa de cultivo
en presencia de PHMB, se determinó una CC50 cercana a 0,03 %-w/v (figura 5-25b). Estos
resultados indican que las células establecidas como tejido (células en monocapa) son más
sensibles que las células en suspensión (por ejemplo, durante la colonización del material o
durante la división celular). Estos resultados podrían ser explicados desde la naturaleza
polimérica del PHMB, es decir, una sola molécula de PHMB representa el equivalente a
varias moléculas (8 ó más) de clorhexidina, de esta forma la disposición de la molécula
sobre una monocapa podría establecer interacción con varias células a la vez, con lo cual es
claro que se produciría más muerte celular en comparación a las células en suspensión
(figura 5-26)
Figura 5-25. Curvas de citotoxicidad. a) Curva de citotoxicidad para células en monocapa
expuestas a PHMB en solución; b) curva de citotoxicidad para células en
suspensión expuestas a PHMB en solución; CC50: concentración para reducir la
población celular en un 50 %
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Figura 5-26. Disposición de una molécula de PHMB y otra de clorhexidina; a) células en
suspensión; b) células formando monocapa.
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6. Conclusiones
1) La incorporación del PHMB en la matriz de PLA mediante la técnica de
electrospinning fue optimizada adecuadamente produciéndose matrices de
microfibras.
2) La presencia de PHMB en las fibras de PLA condiciona un menor diámetro con
respecto a las fibras sin carga.
3) Las fibras de PLA que contienen PHMB presenta una morfología superficial lisa, a
diferencia de las típicas rugosidades observadas en la superficie de las fibras de
PLA. Posiblemente, la disposición superficial del PHMB en las fibras corresponda a
un 10 % del PHMB cargado en las fibras como se demuestra por los experimentos
de liberación en medio hidrofílico.
4) Los resultados obtenidos por FTIR demuestran la presencia del PHMB en las fibras.
No habiéndose observado posibles interacciones entre el PHMB y el PLA, lo cual no
niega el posible ordenamiento del PHMB en la matriz.
5) La incorporación de PHMB en las fibras de PLA condiciona que las moléculas de
PLA puedan orientarse con mayor facilidad ya que su diámetro es menor. Esta
observación queda evidenciada en el análisis de la cristalinidad obtenida por DSC.
6) A pesar de la naturaleza hidrofílica del PHMB, cuando esta molécula está cargada
en la matriz de PLA, su liberación en un medio hidrofílico (PBS) fue alrededor del 10
%, mientras que la liberación en un medio hidrofóbico (PBS-etanol) fue del 80 %. La
mayor liberación ocurrida en el medio hidrofóbico fue debida a la presencia de
etanol, que produce un hinchamiento de las fibras y como consecuencia de ello
ocurre un mayor movimiento (de reptación) del PHMB al medio.
7) La liberación del PHMB en un medio hidrofóbico (PBS-etanol) se produce bajo
condiciones de equilibrio, esto conlleva a una liberación controlada y prolongada en
el tiempo. Además, la liberación máxima del PHMB fue superior comparada a la
CHX que es liberada de similar forma tanto en medio hidrofóbico como en hidrofílico.
8) El PHMB cargado en las fibras de PLA mantiene su actividad antibacteriana. Las
matrices de PLA-PHMB en forma dosis-dependiente inhiben el crecimiento y la
adhesión de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
9) Se ha demostrado la aplicación potencial de las matrices de PLA-PHMB como
andamios temporales que permiten la adhesión y el crecimiento de líneas celulares
del tipo epitelial y fibroblastos.
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7. Estudio de sostenibilidad del proyecto
El estudio de sostenibilidad incluye el impacto ambiental y salud, el impacto social y el
impacto económico, en relación con el proyecto. Los objetivos de este estudio son los
siguientes:
I. Identificar, describir y valorar los efectos que la realización de este proyecto pueda
producir sobre los factores ambientales.
II. Explicar el efecto del proyecto a lo largo de su ciclo de vida.
III. Evaluar el coste global del proyecto realizando el presupuesto del mismo.
7.1. Evaluación de impacto medioambiental y salud (EIAS) y
social
En primer lugar, lo que se realizará es una evaluación del peligro que conllevan algunas
sustancias utilizadas en alguna fase del proyecto. Para ello, se utilizará la normativa vigente
en la Unión Europea (UE) relativa al registro, la evaluación, la autorización y la
restricción de las sustancias y mezclas químicas (Registration, Evaluation,
Authorisation and restriction of Chemicals, REACH).
El 18 de diciembre de 2006 se aprobó el reglamento REACH, Reglamento (CE) nº
1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo. Este Reglamento supone una
reforma total del marco legislativo sobre sustancias y mezclas químicas en la
Unión Europea y su principal objetivo es garantizar un alto nivel de protección de
la salud humana y el medio ambiente.
Dos años más tarde, el Reglamento (CE) Nº 1272/2008 de la comisión de 16 de
diciembre de 2008 – que trata la clasificación, etiquetado y envasado de
sustancias y mezclas (Classification, Labelling and Packaging of substances and
mixtures, CLP) ofrece un conjunto de criterios armonizados sobre el peligro de las
sustancias químicas. El objetivo general es el de garantizar un nivel elevado de protección
de la salud humana y del medio ambiente, identificando todas las propiedades
fisicoquímicas, toxicológicas y ecotoxicológicas de sustancias y mezclas.
Para la realización de este apartado se utilizarán los datos de la normativa mencionada, así
se conocerán los riesgos de salud y medioambientales que tienen las sustancias que se han
utilizado en la realización de este proyecto de investigación. Para ello, se ha realizado la
siguiente tabla esquema (tabla 7-1).
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En la tabla 7-2 se resume el significado de los Hazard Statements referentes a los reactivos
utilizados que se recogen en la tabla 7-1.
Statement Clase de peligro
EUH066 La exposición repetida puede provocar sequedad o formación de grietas en la piel
H225 Líquido y vapores muy inflamables
H302 Nocivo en caso de ingesta
H312 Nocivo en contacto con la piel
H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves
H315 Causa irritación de la piel
H316 Causa irritación de la piel leve
H317 Puede causar reacción alérgica en la piel
H319 Provoca irritación ocular grave
H332 Nocivo en caso de inhalación
H334 Puede causar alergia o sintomas asmáticos  o dificultades respiratorias si se inhala
H335 Puede causar irritación respiratoria
H336 Puede provocar somnolencia o vértigo
H360 Puede dañar la fertilidad o el feto
H401 Toxico para los organismos acuáticos
H402 Nocivo para los organismos acuáticos
H410 Muy tóxico para organismos acuáticos, con efectos nocivos duraderos
H351 Se sospecha que provoca cancer
H373 Puede causar daño en órganos durante exposición prolongada o repetitiva
H300 Letal en caso de ingesta
Tabla 7-1. Clase, indicaciones y pictogramas de las sustancias involucradas en el PFC.
Tabla 7-2. Hazard Statements
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Por lo que respecta al impacto ambiental del biopolímero utilizado:
 El PLA no es una sustancia nociva según la Directiva 67/548/CEE.
El Reglamento (CE) Nº 1272/2008 (CLP) sustituye la Directiva 67/548/CEE del Consejo de
27 de junio de 1967, relativa a la aproximación de las disposiciones legales, reglamentarias
y administrativas en materia de clasificación, embalaje y etiquetado de las sustancias
peligrosas; y la Directiva 1999/45/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 31 de mayo
de 1999, sobre la aproximación de las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas de los Estados miembros relativas a la clasificación, el envasado y el
etiquetado de preparados peligrosos. Eso sí, hasta el 1 de junio de 2015 estas dos directivas
no serán derogadas por este Reglamento.
El impacto medioambiental pues que pueden tener los scaffolds durante su ciclo de vida es
prácticamente insignificante ya que como se ha explicado anteriormente son
biodegradables.
En cuanto al impacto social de este PFC si se llevara a cabo en un futuro próximo, cabría
tener en cuenta principalmente aquellas personas que puedan necesitar una regeneración-
sustitución de tejido dañado. El beneficio para estas personas seria evitar ser operadas para
la extracción de las matrices ya que éstas son biodegradables, por lo tanto el impacto
directo se resumiría en menor dolor y menores riesgos en el tratamiento.
Se incluyen también en este apartado, lo que se consideran como buenas prácticas por
parte de la institución: el tratamiento de los vertidos, aguas residuales, residuos, etc. La
empresa gestora de los residuos químicos generados por los laboratorios de la ETSEIB es
ECOCAT, junto con la colaboración del Centre per a la Sostenibilitat Territorial (CST).
Los envases para almacenar los residuos especiales son todos de polietileno de alta
densidad (HDPE), siendo herméticos los utilizados para residuos biopeligrosos. Algunos de
los envases que se han utilizado son los que se pueden ver en la figura 7-1.
7-1. Envases residuos especiales. a) envase para líquidos; b) envase para sólidos; c) envase
para residuos biopeligrosos
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7.2. Evaluación económica del proyecto
Para tomar decisiones respecto a la viabilidad del proyecto es necesario a parte de la
evaluación medioambiental realizar también una evaluación económica del proyecto.
Tanto un mal resultado en una evaluación medioambiental como en una económica
puede llevar a la no realización de un proyecto a pesar de que éste sea de gran nivel.
La evaluación económica se ha realizado agrupando los costes en 4 grupos diferenciados
que se explicarán a continuación:
I. Costes de disolventes, productos químicos y material diverso del laboratorio
(incluido en la partida de otros dentro de este apartado). Los precios se han
obtenidos de los catálogos de las empresas proveedoras (como Sigma-Aldrich,
Panreac, etc.). Los datos se recogen en la tabla 7-3
Disolventes Cantidad Total (€)
Acetona 5 L 47.03
Ácido Formico 2,5 L 67.79
Etanol 96% 5 L 24.24
Triclorometano 1 L 38.5
Subtotal Disolventes 177.56
Productos PQ Cantidad Total (€)
PLA
Clorhexidina 10 g 43.8
Cloruro sódico 1 Kg 17.45
Cosmocil® (PHMB)
DMEM 500 mL 29.9
Extracto de levadura 500 g 49.56
Glutaraldehído 1 L 53.12
Hidróxido de Sodio 500 g 18.05
MTT 100 mg 13
PBS 500 mL 22.15
Peptona 500 g 87.19
Tiosulfato de sodio 250 g 14.1
Tripsina-EDTA 100 mL 13
Subtotal PQ 361.32
Otros (+40% de Disolventes y PQ ) 215.55
Total Disolventes y PQ 754
Cedido por Natureworks
Cedido por B. Braun
Costes de disolventes y PQ
Tabla 7-3.Costes de disolventes y PQ
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II. Costes de personal que se recogen en la tabla 7-4.
III. Costes de equipos, teniendo en cuenta la amortiguación y un interés del 3 %.
Además también se ha tenido en cuenta que la duración del PFC ha sido de 9
meses. Los datos se recogen en la tabla 7-5.
IV. Otros costes como los costes de suministros (luz, agua, climatización), posibles
imprevistos y overhead (coste operacional del laboratorio que no se puede
imputar directamente de otra manera).
Concepto Cantidad (h) Precio (€/h) Total (€)
Estudio previo y documentación 100 10 1000
Experimentación 650 15 9750
Ánalisis de resultados 200 20 4000
Total Personal 14750
Costes de Personal
Equipos Precio (€) Amortización (años) Nº usuarios Total (€)
Ángulo contacto 3500 10 3 96
Electrospinning 3000 5 5 98
MO 12000 15 7 94
Camara digital MO 7800 5 7 183
SEM 210000 15 10 1148
DSC 62000 10 6 847
FTIR 24000 10 10 197
UV 22000 10 10 180
Cabina flujo laminar 7000 10 5 115
Incubadora CO2 5000 10 5 82
MO invertido + equipo 5000 10 5 82
Total equipos 3122
Coste de equipos
Tabla 7-4. Costes de personal
Tabla 7-5. Costes de equipos
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Finalmente se obtiene el presupuesto de la actividad de este PFC sumando las 3 partidas
descritas anteriormente (tabla 7-6). Al total de esta partida la denominaremos A. Para
obtener el coste final del PFC se incluye la partida B, un 10 % de A en concepto de gastos
de suministros. Además se suma un 3 % y un 17.5 % (sobre el subtotal) en concepto de
imprevistos y overhead respectivamente (tabla 7-7).
Concepto Total (€)
Coste de disolventes y PQ 754
Coste de personal 14750
Coste de equipos 3122
Total (A) 19276
Presupuesto actividad
Concepto Total (€)
A 19276
B (+10% de A en concepto de costes de
suministros) 1928
Subtotal PFC 21204
Imprevistos (+3% sobre subtotal PFC) 636
Overhead (+17,5 % sobre subtotal PFC) 3711
Total PFC 24915
Presupuesto Total PFC
Tabla 7-6. Presupuesto actividad
Tabla 7-7. Presupuesto total PFC
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